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# GLUTAMICUM ATCC13032 verfügt im Gegensatz zu # GLUTAMICUM ATCC17965 über keine
die Zelle umgebende 3LAYER-Schicht. Das Protein PS2 und das kodierende Gen CSPB
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Auf dem Chromosom von # GLUTAMICUM ATCC13032 wurden neben dem aus # GLUTAMICUM
ATCC17965 bekannten Gen CSP1 die acht neuen Gene CSP2-CSP9 identifiziert. Diese Gene
sind mit Ausnahme von CSP1 und CSP3, die direkt benachbart vorliegen, über das gesamte
Chromosom verteilt. Einen Sonderfall stellen die Gene CSP4 und CSP5 dar, die zu 94%
identisch sind. Die translatierten Proteine der neuen CSP-Gene, PS1B-PS1I, ließen sich in
zwei Klassen unterteilen. Die Proteine der ersten Klasse, zu der PS1B/C/D/E/F gehören,
weisen Homologien zur .-terminalen Domäne von PS1A (PS1 in #  GLUTAMICUM
ATCC17965) auf, die wiederum homolog zu den Antigen85A/B/C-Proteinen aus -YCOBAC
TERIUM ist und für die Mycolyltransferaseaktivität des Proteins verantwortlich ist. Eine
Zuordnung zu den Antigen85-Gruppen A/B/C war nicht möglich. Die andere Klasse mit
PS1G/H/I ähnelt der #-terminalen Domäne unbekannter Funktion. Bei allen Proteinen außer
PS1G konnte eine Signalpeptid gefunden werden.
Durch systematische Analysen der extrahierbaren Zellhüllenproteine und des Kulturüber-
standes des Bakteriums durch 1D-SDS-PAGE, 2D-SDS-PAGE, Westernblot und MALDI-
TOF „PEPTIDE  FINGERPRINT“-Untersuchungen konnten die Proteine PS1A/B/C/D/E als Be-
standteil der Zellhülle identifiziert werden. Dabei handelt es sich neben PS1A nur um
Proteine, die zur .-terminalen Domäne von PS1A homolog sind.
Für einen Funktionsnachweis wurden Mutationsstudien durchgeführt. Einzelmutationen
bewirkten mit Ausnahme des Gens CSP1, bei dessen Mutanten eine Zunahme der Zellgröße
beobachtet werden konnte, keine Veränderung des Phänotyps. Für die Gene CSP1/2/3
wurden Mehrfachmutanten hergestellt. Anhand dieser Mutanten konnte erstmals gezeigt
werden, daß # GLUTAMICUM ATCC13032 über eine Familie von Mycolyltransferasen verfügt,
die aus den Proteinen PS1A, PS1B und PS1C besteht. Diese Proteine katalysieren die
Synthese von Trehalosedicorynemycolat (TDCM), welches Bestandteil der Mycolsäure-
schicht des Bakteriums ist. Mit dem Stamm ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int wurde eine Muntante
erzeugt, die kein TDCM mehr synthetisieren kann. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte
für die Zellhülle von # GLUTAMICUM ATCC13032 ein Modell entworfen werden, welches die
Funktion der Proteine PS1A/B/C/D/E mit einbezieht.
Es konnte gezeigt werden, daß durch Mutation der Mycolyltransferasen das bei Fermenta-
tionsprozessen nachteilige Schaumverhalten von #  GLUTAMICUM ATCC13032  beeinflußt
werden kann. Bei diesen Stämmen werden geringere Mengen Antischaummittel benötigt, um
die Kultur schaumfrei zu bekommen. Ein nachteiliger Effekt auf die industriell bedeutende
Lysinproduktion konnte für die CSP1- und die CSP2-Einzel- und Doppelmutanten nicht fest-
gestellt werden.





1896 wurde die Gattung #ORYNEBACTERIUM erstmals von Lehmann und Neumann definiert. In
ihr sind Gram-positive, nicht-motile, nicht-sporulierende und fakultativ anaerobe Stäbchen
(Collins & Cummins, 1986) zusammengefaßt. Der Gattungsname wurde dabei von der
mikroskopisch deutlich sichtbaren keulenförmigen Zellform abgeleitet (griech. Koryne =
Keule). Ein weiteres charakteristisches morphologisches Merkmal ist das Abwinkeln der
Zellen bei der Teilung, zurückzuführen auf das asymmetrische Aufreißen der neu gebildeten
Zellwand (SNAPPING DIVISION) (Abb. II.1).
Die Gattung #ORYNEBACTERIUM wurde ursprünglich zur taxonomischen Erfassung des
medizinisch bedeutsamen Typus #ORYNEBACTERIUM DIPHTERIAE eingeführt. Heute ordnet man
sie in "ERGEY S  -ANUAL  OF  3YSTEMATIC  "ACTERIOLOGY  der Sektion 15 der Prokaryonten
(„irregular nonsporing gram-positive rods“)  zu (Jones & Collins, 1986). Als weiteres
wichtiges Gattungsmerkmal gilt der GC-Gehalt der DNA zwischen 51 und 65 mol% (Liebl,
!BB  ))  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer
Zellsuspension des Stammes #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM Der Pfeil
zeigt eine „snapping division“.
!BB  ))  Rasterelektronische Aufnahme einer Zellsuspension des Stammes  #ORYNEBACTERIUM
GLUTAMICUM ATCC13032. Keulenform und Ausbildung der „SNAPPING DIVISION“  bei der Zellteilung (Pfeil)
sind deutlich zu erkennen.




1991), womit #  GLUTAMICUM zur Gruppe der hoch-GC-haltigen, Gram-positiven Bakterien
gehört, welche die Actinomycetenunterfamilie der Eubakterien bildet (Stackebrandt &
Woese, 1981). Auch die charakteristischen Zellwandbestandteile MESO-Diaminopimelat zur
Quervernetzung des Peptidoglycans, Galactose und Arabinose als Hauptzellwandzucker
und kurzkettige Mycolsäuren mit einer Länge von 22 bis 36 Kohlenstoffatomen (Collins ET
AL., 1982) sind typisch. Durch chemotaxonomische Vergleiche der Peptidoglycanstruktur und
der Lipidkomponenten konnte eine enge phylogenetische Verwandtschaft der Gattung
#ORYNEBACTERIUM mit -YCOBACTERIUM, .OCARDIA und 2HODOCOCCUS gezeigt werden. Diese
vier Gattungen werden nach Barksdale in der CMN-Gruppe zusammengefaßt (Barksdale,
1970).
    7IRTSCHAFTLICHE "EDEUTUNG
Erhebliche wirtschaftliche Bedeutung haben hauptsächlich die bodenbewohnenden, apatho-
genen Corynebakterien aufgrund zahlreicher Stoffwechselleistungen erlangt. So werden sie
heute zur Produktion und Umsetzung einer Vielzahl von Stoffen eingesetzt (Tab. II.1).
Das größte industrielle Interesse liegt seit der Entdeckung von L-Glutamat im Kulturüber-
stand von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM (Kinoshita ET AL., 1957) jedoch in der fermentativen
Produktion von L-Aminosäuren, besonders von L-Glutamat (Hirose ET  AL., 1985), L-Lysin
(Tosaka ET  AL., 1983) und L-Aspartat (Teresawa ET  AL., 1985) (siehe auch Abb. II.2).
Mittlerweile wurden für die meisten Aminosäuren industriell nutzbare biotechnologische
Herstellungsverfahren entwickelt (Kleemann ET  AL., 1985). Ursachen dafür liegen in der
Verwendung der Aminosäuren durch die Lebensmittelindustrie, z.B. als Geschmacksver-
stärker (Natrium-L-Glutamat, D,L-Alanin), kalorienarmer Süßstoff (Aspartam = L-Aspartyl-L-
Einsatzgebiet Referenz
Produktion von:
Aminsosäure Yamada ET AL, 1987
Antibiotika Suzuki ET AL., 1972
Carotinoiden Sandmann, 1994
Nukleotiden Enei ET AL., 1985
Oberflächenaktive Agentien Zajic ET AL., 1977
Vitamin C-Vorstufen Anderson ET AL., 1985
Biokonversion von z.B. Steroiden Miller, 1985
Degradation von Kohlenwasserstoffen Yokota ET AL., 1987
Käsereifung Lee ET AL., 1985
Reinigung von Industrieabwässern Calabrese ET AL., 1993
4AB )) Industrielle Einsatzgebiete coryneformer Bakterien (nach Wohlleben ET AL., 1993)




Phenyl-Methylester) und Antioxidantien (L-Cystein, L-Histidin, L-Tryptophan). Weiterhin
verwendet die Pharmaindustrie Aminosäuren als festen Bestandteil von Infusionslösungen
zur postoperativen Therapie (Hoppe & Martens, 1983).
Besondere Bedeutung hat die Produktion von essentiellen Aminosäuren. So werden zum
Beispiel L-Lysin und D,L-Methionin, die am stärksten limitierenden Aminosäuren (Kleemann
ET AL., 1985), als Futtermitteladditiv zur ernährungsphysiologischen Aufwertung pflanzlicher
Nahrung in der Geflügel- und Schweinezucht eingesetzt (Leuchtenberger, 1984). Die
industrielle Herstellung von L-Lysin erfolgt ausschließlich fermentativ durch Hochleistungs-
stämme von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM (Abb.II.2) und die eng verwandten Arten "REVI
BACTERIUM FLAVUM und "REVIBACTERIUM LACTOFERMENTUM
 ’ENTECHNISCHE -ETHODEN F…R # GLUTAMICUM
Zunächst wurden die Aminosäure-Produktionsstämme durch klassische (ungerichtete)
Mutagenesemethoden (z.B. chemische Mutagenese mit Ethylenmethansulfonat oder Hydro-
xylamin) und Selektion auf z.B. Aminosäure-Überproduktion optimiert. Diese Methoden
waren jedoch unzureichend und lieferten zudem häufig Mehrfachmutanten, die neben der
gewünschten noch weitere Mutationen tragen, deren Einfluß auf den Phänotyp nicht er-
wünscht oder nicht abschätzbar waren. Aus diesem Grund legte man in letzter Zeit einen
Schwerpunkt auf die Erforschung von molekulargenetischen Methoden zur Isolierung und
Analyse der entsprechenden Biosynthesegene und zur gezielten Beeinflussung der Stoff-
wechselwege sowie deren Regulationsmechanismen (Martin, 1989; Wohlleben ET AL., 1993).
!BB  )): # GLUTAMICUM-Zellen neben Kristallen der ins Kultur-
medium sekretierten Aminosäure Tryptophan.




Dazu wurden zunächst geeignete Plasmide, Antibiotikaresistenzgene und Transfor-
mationssysteme benötigt, da die von %SCHERICHIA COLI bekannten Systeme nicht übertragen
werden konnten. Lediglich das Kanamycinresistenzgen des Transposons Tn5 arbeitet auch
im Gram-positiven #ORYNEBACTERIUM (Pühler & Kalinowski, 1995).
Die meisten zur Zeit verwendeten Vektoren wurden durch Kombination der Replikons der
kryptischen Plasmide pBL1 aus "REVIBACTERIUM  LACTOFERMENTUM (Santamaria  ET  AL., 1984)
und pHM1519 aus #  GLUTAMICUM (Miwa ET  AL., 1984) mit geeigneten Antibiotikaresistenz-
genen hergestellt. Basierend auf diesem System wurden zudem %  COLI#  GLUTAMICUM-
3HUTTLE-Vektoren (Martin, 1989; Wohleben ET  AL 1993; Kirchner, 1999) und Plasmide für
spezielle Anwendungen, wie Promotor- und Terminator-Testvektoren oder Integrations- und
Expressionsvektoren (Mornaga ET  AL., 1987; Cadenas ET  AL., 1991; Eikmanns ET  AL., 1991;
Bardonet & Blanco, 1991; Schwarzer & Pühler, 1991; Schäfer ET AL., 1994c; Kirchner, 1999),
entwickelt. Weiterhin können durch Einsatz des "ACILLUS SUBTILIS SACB-Gens, welches in #
GLUTAMICUM Sucrose-Sensitivität verleiht (Jäger ET AL 1992), schnell und einfach definierte
Deletionsmutanten hergestellt werden (Schäfer ET AL 1994c), die positiv selektioniert werden
können.
Als geeignete Transformationssysteme in Corynebakterien stehen heute die Elektroporation
(Wolf ET  AL., 1989), die 1999 entscheidend durch O. Kirchner optimiert wurde, und der
konjugative Plasmidtransfer (Schäfer ET  AL., 1990) zur Verfügung. Bei der Konjugation
werden Vektoren, die die für den Transfer benötigten Mobilisierungsgene (MOB) tragen, von
% COLI nach #ORYNEBACTERIUM übertragen. Dabei wird der % COLI-Stamm S-17-1 verwendet,
bei dem die Transferfunktionen des Plasmids RP4 ins Chromosom integriert vorliegen
(Simon ET AL., 1983). Durch einen vorgeschalteten Hitzeschock (bzw. andere Streßfaktoren)
der Rezipientenzellen wird das Restriktionssystem von # GLUTAMICUM inaktiviert, was eine
Transferrate von bis zu 10-2 gewährleistet (Schäfer ET  AL., 1990; Schäfer ET AL., 1994a;
Schäfer ET AL., 1994b).
Durch die Entdeckung des Erythromycin-Resistenz-Transposons Tn aus #ORYNEBAC
TERIUM  XEROSIS (heute #  STRIATUM) (Kono ET  AL.,1983) stand auch das erste natürliche
Transposon für # GLUTAMICUM zur Verfügung (Kassing, 1992; Tauch ET AL., 1995), mit dem
Insertionsorte markiert und nach der Reisolierung weiter analysiert werden können (Kassing,
1992; Tauch, 1992; Jäger, 1995).
Mit diesen Methoden wurde eine molekulargenetische Ausstattung geschaffen, mit der
differentielle Analysen zur Entschlüsselung der jeweiligen Stoffwechselwege in  #
GLUTAMICUM durchgeführt werden können.





Aufgrund moderner und sehr leistungsfähiger DNA-Sequenzierungstechniken, unter ande-
rem ermöglicht durch die Entwicklung der PCR („polymerase chain reaction“, Saiki ET  AL.,
1988), bieten sich heute Genomprojekte als Alternative zum ausschließlich gezielten
klonieren und analysieren von einzelnen Genen an. Auf diese Weise lassen sich sämtliche
Gene eines Organismus erfassen, wodurch man eine Plattform erhält, von der aus
„unzählige biochemische, physiologische und genetische Experimente gestartet werden
können“ (Charlebois ET  AL., 1996). Einer umfaßenden Analyse der zu optimierenden
Stoffwechselwege oder dem tieferen Verständnis des Infektionsvorgangs von Krankheits-
erregern wird so eine deutlich breitere Basis geboten. Mögliche Regulationswege lassen
sich wesentlich einfacher erkennen und auch sämtliche im untersuchten Vorgang invol-
vierten Gene sind leicht identifizierbar und sofort für genetische Eingriffe zugänglich.
Aus diesem Grund wurde am Lehrstuhl für Genetik der Universität Bielefeld, zusammen mit
der Degussa AG,  das ca. 3,3 Mbp große Genom von #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM
ATCC13032, basierend auf einer physikalischen Makrorestriktions- und geordneten Cosmid-
karte  (Bathe, 1996; Brockmann-Gretza, 1998), sequenziert. Die Sequenzierung wurde 1999
zu 85 % fertiggestellt (Bathe, 1999), ein kompletter Lückenschluß erfolgte Ende 2000 durch
Erstellung einer geordeneten BAC-Karte (Tauch, 2000). Nach der Annotation durch MAGPIE
(Gaasterland & Sensen, 1996a+b), später „Pedant-Pro“ der Firma BIOMAX, standen 8902
(3287) ORF S mit möglichen Funktionszuweisungen für weitere Untersuchungen zur
Verfügung. Zum Ende dieser Arbeit wurde die vollständige Sequenz des #  GLUTAMICUM
ATCC13032 Genoms durch die Firma Kiowa Hakko veröffentlicht (Nakagawa ET AL., 2001).
Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese Daten jedoch nur noch ansatzweise genutzt werden.
   $IE :ELLH…LLE VON #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM
Die Zellhülle von Bakterien ist neben ihrer Funktion als physikalische Abgrenzung des
Cytoplasmas gegen das Außenmedium auch an vielen wichtigen Lebensvorgängen wie
Energiegewinnung, Substrat- und Metabolittransport, Wachstum, Zellteilung etc. beteiligt.
Aus diesen Gründen hat sie auch für Fermentationsprozesse eine hochrangige Bedeutung,
so daß ein tieferes Verständnis im Aufbau der Zellwand angestrebt wird.
Die Zellwand von #ORYNEBACTERIUM  beinhaltet, wie die der verwandten Gattungen
"REVIBACTERIUM, -YCOBACTERIUM, .OCARDIA und 2HODOCOCCUS, die wesentlichen Kompo-
nenten Peptidoglycan, Arabinogalactan und Mycolsäuren. Ihr Aufbau unterscheidet sich
deutlich von „nicht Mycolsäurehaltigen“ Gram-positiven und von Gram-negativen Bakterien
(Nikaido, 1994; Abb.II.3). Die meisten Gram-positiven Bakterien sind von einer porösen




Peptidoglycanschicht umgeben, die durchlässig für die meisten mikrobiellen Agenzien ist. Im
Gegensatz dazu werden Gram-negative Bakterien von einer äußeren Membran umgeben,
die aufgrund der in dieser Membran vorkommenden Lipopolysaccharide (Osborn, 1979) ein
effizientes Diffusionshindernis darstellt. Einen ähnlichen Effekt erzielen die Mycolsäurehal-
tigen Gram-positiven Bakterien, die einen unüblichen Bilayer ausbilden, der als außerordent-
lich effiziente Barriere gegen enzymatische und chemische Attacken wirkt (Nikaido, 1994).
Das Peptidoglycan von #ORYNEBACTERIUM ist, wie bei allen Bakterien, ein charakteristisches
Zellwandpolymer. Es handelt sich dabei um ein lineares Glycan, daß sich aus alternierenden
1,4-verbundenen Glucosaminen und Muraminsäure Einheiten zusammensetzt. Die Glycan-
ketten sind durch Peptid-Untereinheiten miteinander vernetzt. Diese Peptide sind auch für
den Großteil der Variationen der Peptidoglycan-Schicht verantwortlich, bedingt durch Ve-
ränderungen ihrer Aminosäurezusammensetzung
und der Art der Quervernetzung (Minnikin &
O’Donnel, 1984). Beim Arabinogalactan handelt es
sich um eine Schicht aus verzweigtkettigen
Polysacchariden, die über Phosphodiesterbrücken
an das Peptidoglycan gebunden ist (Brennan &
Nikaido, 1995). Die Mycolsäuren sind α-verzweigte,
!BB  )) Schematische Darstellung von Gram-negativen, Gram-positiven und Mycolsäurehaltigen Gram-
positiven Bakterien (nach Nikaido, 1994).
ZM = Zellmembran LPS = Lipopolysaccharide
!BB)) Strukturformel von Mycolsäuren




β-hydroxylierte langkettige Fettsäuren (Hinrikson & Pfyffer, 1994; Abb.II.4), die in vier
Klassen mit einer maximalen Kettenlänge von bis zu 60-90 Kohlenstoffatomen (Minnikin,
1982) eingeteilt werden (Tab.II.3). Mycolsäuren treten nur bei wenigen Bakterienarten auf,
sind bei diesen aber ein Hauptzellwandbestandteil und stellen ein typisches
Charakteristikum für diese Mikroorganismen dar (Alshamaony ET  AL., 1992; Collins ET  AL.,
1982; Tomiyasu, 1982; Barksdale & Kim, 1977; Etémadi, 1967). Aus diesem Grund wird
#ORYNEBACTERIUM auch in die Gruppe der Mycolsäuren tragenden Actinomyceten
eingeordnet. Da bei Corynebakterien die Kettenlänge aber mit 22-36 Kohlenstoffatomen nur
ein Drittel der Länge der bei -YCOBACTERIUM vorkommenden Mycolsäuren beträgt (Chun ET
AL., 1996) und weil sie nicht über eine Tuberculostearinsäure verfügen, nehmen sie eine
Sonderstellung innerhalb dieser Gruppe ein. Während die Kohlenwasserstoffketten von
.OCARDIA und 2HODOCOCCUS 0-4 Doppelbindungen aufweisen (Alshamaony ET  AL., 1976;
Minnikin & Goodfellow, 1976), handelt es sich bei Corynebakterien um ein homogenes
Gemisch aus gesättigten und ungesättigten Komponenten (Collins ET  AL., 1982). Aus
-YCOBACTERIUM ist bekannt, daß der äußere Bilayer von den Mycolsäuren ausgebildet wird
(Brennan & Nikaido, 1995; vgl. auch Abb.II.3). Dabei wird die äußere Membran von
Trehalosedimycolaten (TDM) und Trehalosemonomycolaten (TMM), ebenfalls nicht kovalent
gebundenen Proteinen und verschiedenen Peptiden gebildet (Minnikin ET AL, 1977; George
ET  AL., 1995; Liu ET  AL. 1996). Die Mycolsäuren und Trehalosen sind dabei miteinander
verestert (Lanéele & Asselineau, 1977). Die innere Membran setzt sich dagegen aus
Mycolsäuren zusammen, die, ebenfalls über Esterbindungen, kovalent an das D-Arabino-D-
Galactan (Asselineau, 1981; Liu ET AL., 1995) und darüber an das Peptidoglycan gebunden
sind (Barksdale & Kim, 1977; Brennan & Nikaido 1995; Michel & Bordet, 1976). Außerdem
konnten Porine nachgewiesen werden (Niederweis ET  AL., 1995), die durch die
Mycolsäureschicht reichen.
Zusätzlich wurde bei #ORYNEBACTERIUM eine äußere, die Zelle umgebende, sogenannte  3
LAYER-Schicht festgestellt (Richter ET AL., 1985; Peyret ET AL. 1993,), wie sie auch in nahezu
jeder phylogenetischen Gruppe von Eubakterien und als universelle Ausstattung von
Archaebakterien bekannt ist (König, 1988; Beveridge, 1994; Sleytr & Sara, 1997). 3LAYER




M 43-62 20-24 -YCOBACTERIUM Minnikin, 1982
N 32-39 10-16 .OCARDIA, einige 2HODOCOCCUS-
Stämme
Tomiyasu & Yano, 1984
R 13-25 10-16 2HODOCOCCUS Minnikin & Goodfellow, 1976
C 11-17 10-16 #ORYNEBACTERIUM #ASEOBACTER
2HODOCOCCUS
Herrera-Alcaraz ET AL., 1993
4AB)) Typklasse, Kettenlänge und Vorkommen von Mycolsäuren




daß sich auf der Zelloberfläche eine monomolekulare parakristalline Schicht bildet (Sleytr &
Beveridge, 1999), welche die gesamte Zelle umschließt (vgl. auch Abb. II.7). Elektronen-
mikroskopische Studien konnten zeigen, daß die 3LAYER Proteine ein Muster aus schrägen,
quadratischen oder hexagonalen Symmetrien mit einem „center to center“ Abstand von etwa
2,5 bis 35 nm ausbilden (Sleytr, 1997; Sára & Sleytr, 2000) (Abb.II.5). Dabei werden jeweils
identische Poren ausgebildet, die eine Größe von 2 bis 8 nm haben und somit 30 bis 70 %
der Zelloberfläche ausmachen (Baumeister ET Al., 1989; Sleytr ET AL., 1996).  Auffällig ist der
extrem hohe Grad an Regularität der vom 3LAYER ausgebildeten Strukturen (Beveridge,
1981; Sleytr & Messner, 1988). Die gesamte 3LAYER-Schicht ist ca. 5 bis 25 nm dick und
weist eine relativ glatte Außenseite auf, während die Innenseite eher strukturiert erscheint.
Nachdem Gene von 3LAYER-Proteinen verschiedener Bakterien sequenziert und analysiert
worden sind, ist festgestellt worden, daß die Homologie zwischen 3LAYERN  von Bakterien
verschiedener Spezies oder sogar von Stämmen einer Spezies generell sehr gering ist (Boot
& Pouwels, 1996; Kuen & Lubitz, 1996). Lediglich die Aminosäurenzusammensetzung ist
auch bei 3LAYER-Proteinen verschiedener phylogenetische Zweige sehr ähnlich (Sára &
Sleytr,1996), wobei sie einen hohen Anteil von sauren und hydrophoben Aminosäuren
aufweisen.
Diese verschiedenen Schichten bilden zusammen eine wirksame Barriere gegen die
Außenwelt und sind in der Lage, die Zellwand vor enzymatischen Angriffen, wie z.B. durch
Lysozym, zu schützen (Komatsu, 1979). Man vermutet außerdem, daß die Mycolsäure-
schicht als strukturelle Komponente eine Rolle bei der eingeschränkten Permeabilität dieser
!BB)) Schematische Darstellung der 3LAYER-Protein-
anordnung und der daraus resultierenden Symmetrien
(Sleytr & Sára, 1997).
p = Anzahl der Proteine, die eine morphologische
Untereinheit ausbilden




Mikroorganismen für wasserlösliche Substanzen spielen könnte (Jarlier & Nikaido, 1990).
Auch der Schutz des Peptidoglycans vor Lysozym wird durch den Mycolsäure-Bilayer
vermittelt, welcher das Peptidoglycan umhüllt und damit abschirmt (Katsumata ET AL., 1984).
Weiterhin konnte gezeigt werden, daß die Antibiotikasensitivität zunimmt, wenn man die
Zellwand von Mycobacterium durch Wachstum in Gegenwart von Tween80 (Hui ET AL., 1977)
oder Entfernen von Zellwandmaterial durch Sphäroblastierung (David ET AL., 1987) verändert.
Der 3LAYER-Schicht fällt als äußerste Hüllschicht eine wichtige Rolle als )NTERFACE zum die
Zelle umgebende Medium zu (Beveridge & Graham, 1991). Ihr werden Funktionen als
Schutzschicht vor z.B. Phagen, Adhäsionsstelle für Exoenzyme, Oberflächenerkennung und
Zelladhäsion an Substrate, isopores Molekularsieb und Virulenzfaktor bei pathogenen
Organismen zugesprochen (Kay ET  AL, 1980; Lewis & Yuston, 1987; Blaser ET  AL., 1988;
Messner & Sleytr, 1992; Wang ET AL., 1993; Beveridge, 1994; Sleytr ET AL., 1996; Beveridge,
1997)
Über die chemische Zusammensetzung der Zellwand von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ist
aufgrund der Bedeutung dieser Information für die taxonomische Klassifizierung viel
bekannt. So wurde z.B. Vorkommen und Chemie der Zellwandzucker (Takeuchi & Yokota,
1989; Takeuchi & Yokota, 1993) oder der Mycolsäuren  (Minnikin ET AL., 1978) des Bakte-
riums untersucht. Der strukturelle Aufbau der Zellwand ist jedoch weitgehend unbekannt
(Kinoshita, 1985). 1997 veröffentlichten Marienfeld ET  AL. eine Arbeit, in der sie die Ultra-
struktur der #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032 Zellwand mit Hilfe der Elektronen-
mikroskopie genauer untersuchten und darstellten (Abb.II.6). Dabei wurde festgestellt, daß
die Zellwand mit ca. 32 nm deutlich dicker ist als die von -YCOBACTERIUM, welche eine Dicke
von ca. 25 nm aufweist (Paul & Beveridge, 1992). Es ist somit eher eine Ähnlichkeit zur 30-
40 nm dicken Zellwand von "ACILLUS  SUBTILIS zu erkennen (Graham & Beveridge, 1994).
Möglicherweise kann man in der ausgeprägten Zellwand von #  GLUTAMICUM einen der
Gründe für die hohe Resistenz des Bakteriums gegenüber mechanischem und chemischem
Stress sehen (Marienfeld ET  AL., 1997). Desweiteren konnte eine Mehrschichtenstruktur
erkannt werde, die der aus -YCOBACTERIUM bekannten Zellwandaufteilung sehr ähnelt (Paul
& Beveridge, 1992). Bei der unteren ca. 17 nm dicken Schicht handelt es sich um das
Peptidoglycan, welches, ähnlich wie bei "ACILLUS SUBTILIS (Graham & Beveridge, 1994) eng an
die äußere Plasmamembran assoziiert ist. Es folgt eine ca. 6,5 nm dicke elektronen-
durchlässige Schicht, die als Arabinogalactan-Mycolsäurekomplexe identifiziert wurde. Nach
außen hin wird die Zelle von einer ca. 8,5 nm starken Schicht abgeschlossen, bei der es sich
mutmaßlich um 3LAYER handeln könnte. Definitiv identifiziert werden konnte der 3LAYER bei
#ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC17965 (# MELASSECOLA) durch „Gefrierbruch-Elektronen-
mikroskopie“ (Richter ET  AL, 1985; Peyret ET  AL., 1993) Dabei wurden hexagonale,
symmetrische Anordnungen mit einen „center to center“ Abstand von 13,2 nm erkannt
(Abb.II.7).




!BB)) Hochauflösende transmissionselektronenmokroskopische Aufnahme eines Ultra-
Dünnschnittes der Zellwand konventionell fixierter # GLUTAMICUM ATCC13032 Zellen (a). In
(b) ist eine schematische Darstellung wiedergegeben (Marienfeld ET AL., 1997). Pfeile und
Nummern identifizieren die unterschiedlichen Schichten der Wand:
1 = äußere Schicht, evtl. 3LAYER
2 = ETR (electron-translucent region), Elektronendurchlässige Schicht, besteht wahr-
scheinlich aus Mycolyl-Arabinogalactan-Komplexen
3 = äußere Seite der Plasmamembran und Peptidoglycanschicht
4 = innere Seite der Plasmamembran (Cytoplasma)
Der Balken entspricht eine Länge von 10 nm.
!BB)) Elektronenmikroskopische Aufnahme von #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC17965 nach
Gefrierbruchpräparation (Peyret ET AL., 1993).
SL  = 3LAYER als periodisch angeordnete Oberfläche
FS  = Erste Bruchschicht der Zellwand. Deutlich wir das regelmäßige Muster der rauheren
Unterseite der 3LAYER-Schicht wiedergegeben




Seit einigen Jahren sind aus #  GLUTAMICUM ATCC17965 (früher #ORYNEBACTERIUM
MELASSECOLA) mit den Proteinen PS1 und PS2, die mit 90% den Proteinanteil im
Kulturüberstand dominieren  (Joliff  ET  AL., 1992), zwei Proteine bekannt, die eine wichtige
Rolle beim Aufbau der Zellwand des Bakteriums spielen.
PS1
Jollif ET AL. haben 1992 das Protein PS1 erstmals beschrieben. Es hat nach Abspaltung des
4411 Da (43 AS) großen .-terminalen Signalpeptides eine Größe von 66463 Da (614 AS).
Das PS1-kodierende Gen CSP1 umfaßt 1971 Nukleotide. Eine in „"REVIBACTERIUM  LACTO
FERMENTUM  (genetische Arbeiten in #  GLUTAMICUM  ATCC17965 waren nicht möglich, da
dieser Stamm stark DNA-restriktiv ist (Reyes ET AL 1990)) durchgeführte Deletion des CSP1-
Gens führte zu keiner phänotypischen Veränderung. Während zur #-terminalen Hälfte von
PS1 keine Homologien in Gendatenbanken gefunden wurden, fällt die .-terminale Homo-
logie zu den sekretierten Proteinen A/B/C des Antigenkomplexes 85 aus -YCOBACTERIUM
(Closs ET AL., 1980; Wiker ET AL., 1990) auf, welche als Mycolyltransferasen für die Synthese
von Trehalosedicorynemycolaten zuständig sind (Ronning ET  AL., 2000). Bei der in
-YCOBACTERIUM katalysierten Reaktion  handelt es sich um eine Reaktion in drei Schritten
(Abb.II.8). Im ersten Schritt erfolgt ein nukleophiler Angriff des Ser125 (Kraut, 1977; Belisle ET
AL, 1997) des aktiven Zentrums des Enzyms auf das Carboxyl-C-Atom ein
Trehalosemonomycolats (TMM), unterstützt durch His261 und Glu229 (Aminosäure-Position in
Beszug auf Antigen85C aus -  TUBERCULOSIS). Diese Reaktion führt zu einem Acyl-Enzym-
Intermediat, bei dem die Mycolsäure kovalent an das Serin gebunden ist (Bullock ET  AL.,
1996) und Trehalose freigesetzt wird. Im nächsten Schritt kommt es, wiederum unterstützt
durch His261 und Glu229 zu einem nukleophilen Angriff der 6‘-Hydroxyl-Gruppe eines weiteren
TMM auf das Carboxylat-Atom des Acyl-Enzym-Intermediats, wodurch im letzten Schritt
Trehalosedimycolat entsteht und die Ser125-Seitenkette wieder freigesetzt für einen nächsten
Reaktionszyklus wird. Später konnte festgestellt werden, daß es sich bei PS1 ebenfalls um
eine Mycolytransferase handelt, die Corynemycolylreste sowohl auf das Arabinogalactan
überträgt, als auch auf Trehalosemonocorynemycolate (TMCM), wodurch Trehalose-
dicorynemycolate (TDCM) entstehen (Puech ET  AL., 2000). Eine Deletion des CSP1-Gens
führte zu einem 50%iger Veringerung der kovalent an die Zellwand gebunden Coryne-
mycolate. Zusätzlich konnte eine Verdopplung der nicht kovalent gebundenen TMCM-Menge
und eine Halbierung der TDCM-Menge beobachtet werden. Die Funktion liegt dabei nur auf
der .-terminalen Hälfte des Proteins. Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, daß es in
# GLUTAMICUM weitere Mycolyltransferasen geben muß (Puech ET AL., 2000). Bisher konnten
jedoch keine weiteren Proteine mit Homologien zu PS1 oder zu Mycobakterien-Antigen85-
A/B/C identifiziert werden.





Das Protein PS2 wurde erstmals 1993 von Peyret ET AL. charakterisiert. Nach Identifikation
des dazugehörigen 1533 bp großen Gens CSPB konnte die Göße des Proteins nach
Abspaltung des 2930 Da (30 AS) großen .-terminalen Signalpeptides auf 52496 Da (480
AS) festgelegt werden. Durch Herstellung entsprechender Deletionsmutanten in "REVIBAC
TERIUM  LACTOFERMENTUM konnte gezeigt werden, daß das PS2-Protein den die Zelle umge-
benden 3LAYER ausbildet. Wachstum oder Vitalität der Bakterien wurde nicht durch das
Fehlen der 3LAYER-Schicht beeinflusst, die genau Funktion bleibt also unklar. Einige 3LAYER
bestehen aus zwei deutlich ausgeprägten Domänen. Eine dieser Domänen ist für die Mono-
merinteraktion und damit für die Ausbildung der parakristallinen Anordnung verantwortlich.
Die andere ist an der Interaktion mit der Zellwand und auf diese Weise der Befestigung des
Proteins beteiligt (Chu ET AL., 1991; Hastie & Brinton, 1979; Thomas ET AL., 1992). So weiß
man auch von PS2, daß das Protein über eine #-terminale hydrophobe Domäne (Chami ET
AL., 1997) aus 21 Aminosäuren verfügt, wie sie auch bei (ALOBACTERIUM HALOBIUM (Lechner &
!BB)) Schematische Darstellung des katalytischen Mechanismus des Mycolyltransfers in -YCOBACTERIUM
(Ronning ET AL., 2000). Die Trehalosemoleküle sind in blau, die Proteinseitenketten in schwarz dargestellt. Die
Mycolsäuren sind in rot und grün wiedergegeben, wobei das transferierte Molekül rot gekennzeichnet ist.




Sumper, 1987), (ALOFERAX VOLCanii (Sumper ET AL., 1990) und 2ICKETTSIA PROWAZEKII (Carl ET
AL., 1990) beobachtet wurde. Mit dieser Domäne ist PS1 in einer ebenfalls hydrophoben
Schicht der Zellwand, die nicht aus Proteinen besteht (Chami ET  AL., 1995), nicht-kovalent
verankert. Da das Protein auch in großen Mengen in das Medium abgegeben wird (Jollif ET
AL., 1992), wurde die Vermutung aufgestellt, daß Transport und Anordnung der Proteine
nicht koordiniert erfolgt (Peyret ET AL., 1993, Sleytr  & Messner, 1988).
  3CHAUMBILDUNG BEI &ERMENTATIONS0ROZESSEN
Bei der Anzucht von Bakterien im Fermenter kommt es häufig zu so starker Schaumbildung
(Abb. II.9), daß der eigentliche Produktionsprozess erheblich gestört werden kann. Durch die
im Fermenter herrschenden hydrodynamischen Kräfte wird, in Verbindung mit den Kräften,
die beim Aufbau und dem Zerplatzen der Schaumblasen entstehen, auf die Bakterien ein
Druck ausgeübt, der zu suboptimaler mikrobieller Produktivität führen kann (Illing & Harrison,
1999). So kann es sogar zu Veränderungen in metabolischen Stoffwechselwegen (Fowler &
Robertson, 1991) und zu Veränderung der Zellgröße und Hülle kommen (Wase & Patel,
1985).  Bedingt wird die Schaumbildung durch die für optimale Wachstumsbedingungen der
Bakterien notwendige Durchmischung der Fermentationsbrühe und den Eintrag von Luft.
!BB)) Schaumbildung eine #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM Kultur im Verlauf des Fermentationsprozesses
(B. Bathe, Degussa AG, 2001). Deutlich ist im Schauglas das Kulturmedium und der Schaum zu erkennen,
der im zeitlichen Verlauf an Dichte zunimmt.




Diese Vorgänge, welche die Nähr- und Sauerstoffversorgung der Mikroorganismen
sicherstellen, bewirken durch Vermischen der Gas- mit der Wasserphase die Schaum-
bildung. Beim Schaum handelt es sich um ein Agglomorat von Gasblasen in bzw. auf einer
Flüssigkeit (Römpp, 1999). Dabei werden die Gasblasen durch Flüssigkeitslamellen
voneinander getrennt. Die genauen Gründe für die Schaumentstehung sind jedoch noch
nicht erforscht. Normalerweise würden diese Schaumblasen von alleine wieder platzen, da
sie dadurch einen energetisch günstigeren Zustand erreichen. Bestimmte oberflächenaktive
Substanzen, wie z.B. Detergentien oder Proteine, sorgen aber für eine Stabilisierung dieser
Blasen (Wilson, 1989). Besonders bei biotechnologischen Prozessen treten solche
Substanzen verstärkt auf. Mit Hilfe von verschiedenen Maßnahmen versucht man daher die
Schaumbildung zu bekämpfen. Alle Methoden sollen das gleiche Ziel erreichen: Durch
Ablauf der intralamellaren Flüssigkeit oder durch Brechen der Lamellen soll die Stabilität der
Schaumblasen gestört werden. Neben mechanischen Lösungen (Schaumseparator) werden
zu diesem Zweck auch Antischaummittel verwendet. Hierbei handelt es sich um
oberflächenaktive Substanzen mit begrenzter Löslichkeit (Bsp.: Siliconöle, Mineralöle,
Pflanzenöle und -fette, Octyl- oder Butylalkohole, Propylenglykole). Die Schwierigkeit bei
den Antischaummitteln ist allerdings, daß sie den Produktionsprozess unter Umständen
negativ beeinflussen. So können sie z.B. die Sauerstoffversorgung der Bakterien stören.
Außerdem dürfen sie für den Mikroorganismus nicht toxisch sein und müssen bei
bestimmten Anwendungen nach dem Lebensmittelgesetz zugelassen werden. Deshalb wird
eine Lösung angestrebt, bei der weniger oder gar keine chemischen Zusätze verwendet
werden müssen.
Ursachen für die Entstehung von Schaum bei der Fermentation von # GLUTAMICUM könnten
u.a. die Bakterien selber sein, die durch hydrophobe Wechselwirkungen die ebenfalls
hydrophoben Gasblasen stabilisieren und so zur Schaumbildung beitragen (Zhang ET  AL.,
1992). Entscheidender Faktor wäre in diesem Fall die Zellwand, da sie als Hülle des
Bakteriums die Verbindung zu dem sie umgebenden Medium darstellt. Dabei könnte der 3
LAYER der einen hohen Anteil an hydrophoben und sauren Aminosäuren enthält (Messner &
Sleytr, 1992), als äußerste Schicht der Wand (Marienfeld, 1997; Peyret, 1993) oder die
hydrophobe Mycolsäureschicht eine wichtige Rolle spielen. Veränderungen dieser Schicht
könnten dann zu einer Änderung des Schaumverhaltens führen.  Angriffspunke für eine
solche Veränderung auf genetischer Ebene wären demnach die Gene CSP1 und CSPB, die
für die am Aufbau der entsprechenden Schichten beteiligten Proteine PS1 und PS2
kodieren.





Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Zellhülle von # GLUTAMICUM ATCC13032. Dazu
sollten zunächst die aus # GLUTAMICUM ATCC17965 bekannten Gene CSP1 und CSPB, die für
die Proteine PS1 und PS2 kodieren, identifiziert werden. Diese Proteine sind von
Bedeutung, da PS1 als Mycolyltransferase am Aufbau der Mycolsäureschicht der Zellhülle
beteiligt ist und PS2 als morphologische Untereinheit die 3LAYER-Schicht ausbildet, welche
als äußere Schicht die Zelle umgibt. Durch Analyse des Genomprojektes von # GLUTAMICUM
ATCC13032, welches am Lehrstuhl für Genetik der Universität Bielefeld angefertigt wurde,
sollten weitere Gene identifiziert werden, die am Aufbau dieser Schichten beteiligt sein
können. Durch Mutation der im Rahmen dieser Fragestellung gefundenen Gene sollte der
Einfluß ihrer Proteine auf den Aufbau der Zellhülle des Bakteriums untersucht und ihre
Funktion charakterisiert werden.
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte durch gezielte Veränderung der Zellhülle eine #
GLUTAMICUM Mutante erzeugt werden, bei der die während der Fermentation des Bakteriums
auftretende Schaumbildung reduziert ist.








# G ATCC13032 Wildtyp, Nxr ATCC
# G ATCC17965 # MELASSECOLA“, Nxr ATCC
# G RES167 Wildtypderivat, ∆HSDR, Nxr A. Schäfer, Univ. Bielefeld
# G_∆CSP1 ∆HSDR, Nxr, ∆CSP1 diese Arbeit
# G_∆CSP2 ∆HSDR, Nxr, ∆4m8_018 diese Arbeit
# G_CSP3int ∆HSDR, Nxr, Kmr, 5b22_054int
(500bp internes Fragment in
pCR2.1, chromosomal integriert)
diese Arbeit
# G_∆CSP4 ∆HSDR, Nxr, ∆1m15_069 diese Arbeit
# G_∆CSP6 ∆HSDR, Nxr, ∆2k5_039 diese Arbeit
# G_∆CSP7 ∆HSDR, Nxr, ∆3f13_090 diese Arbeit
# G_∆CSP8 ∆HSDR, Nxr, ∆4n21_045 diese Arbeit
# G_∆CSP9 ∆HSDR, Nxr, ∆5o17_026 diese Arbeit
# G_∆CSP1 ∆HSDR, Nxr, ∆CSP1, ∆4m8_018 diese Arbeit
# G_∆CSP1_∆CSP2 ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆CSP1, ∆4m8 diese Arbeit
# G_∆CSP1_CSP3int ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆CSP1,
5b22_054int (500bp internes
Fragment in pCR2.1, chromosomal
integriert)
diese Arbeit
# G_∆CSP2_CSP3int ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆4m8_018,
5b22_054int (500bp internes
Fragment in pCR2.1, chromosomal
integriert)
diese Arbeit
# G_∆CSP1_∆CSP2_CSP3int ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆CSP1,
∆4m8_018, 5b22_054int (500bp
internes Fragment in pCR2.1,
chromosomal integriert)
diese Arbeit
# G_CSP1exp ∆HSDR, Nxr, Kmr, replikatives
Plasmid pCSP1
diese Arbeit
# G_∆CSP1_CSP1exp ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆CSP1,
replikatives Plasmid pCSP1
diese Arbeit
# G RES167_AS- ∆HSDR, Nxr, Kmr, replikatives
Plasmid pJC1
diese Arbeit
# G_∆CSP1_AS- ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆CSP1,
replikatives Plasmid pJC1
diese Arbeit
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# G_∆CSP2_AS- ∆HSDR, Nxr, Kmr, ∆4m8_018,
replikatives Plasmid pJC1
diese Arbeit




# G RES167_AS+ ∆HSDR, Nxr, Kmr, AECr, replikatives
Plasmid pJC50
diese Arbeit
# G_∆CSP1_AS+ ∆HSDR, Nxr, Kmr, AECr, ∆CSP1,
replikatives Plasmid pJC50
diese Arbeit
# G_∆CSP2_AS+ ∆HSDR, Nxr, Kmr, AECr, ∆4m8_018,
replikatives Plasmid pJC50
diese Arbeit










% COLI S17-1 Mobilisatorstamm, chromosomal






pCR2.1 käuflicher PCR-Produkt-Kloniervektor, Ampr, Kmr invitrogen
pCR2ZeroBlunt käuflicher PCR-Produkt-Kloniervektor, Ampr, Kmr invitrogen
pK18mobSACB mobilisierbarer % COLI-Vektor, Kmr, LACZα, MCS, SACB Schäfer ET AL., 1994
pECXK99e Shuttle-Expressionsvektor (%  COLI  #  GLUTAMICUM: ColE1,
pGA1) , Kmr, MCS (pUC18), Ptrc, LAC)Q, PER
Kirchner, 1999
pCSPexp pECXK99e Derivat, CSP1 inkl. RBS, Ampr, Kmr diese Arbeit
pJC1 pZ1-Derivat (%COLI-#GLUTAMICUM SHUTTLE-Vektor), Kmr,
polylinker
Cremer ET AL., 1991
pJC50 pJC1-Derivat; DAPA, LYSCα; LYSCβ (Fbr); Kmr Cremer ET AL., 1991
4AB))) Verwendete Plasmide




Alle 0RIMER wurden bei der Firma ARK-Scientific synthetisiert.
.AME 3EQUENZ "EMERKUNG
cspB-1 CCA TgT CgT gAT CAg CCA TT außerhalb 5‘-CSPB
cspB-2 gAT AAg CCA CCT CCT TgA gA intern
cspB-3 ACC AAC ggC TTC AAC gAT gC intern
cspB-4 gCT gCg ATT gCT gCg ATg AT intern
cspB-5 CAg AAC ggC ACC gTT gAg gA intern
cspB-6 ggT TgC ACg CTC gAg gAA gA außerhalb 3‘-CSPB
csp1-10 gAT CTA-ggA TCC-CgA TgA gCg CgT CCA TgT gT CSP1-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1-11 gAT CTA-ggA TCC-TCg ACC TTg Cgg TgC TgC TT CSP1-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1-del ggA ATA CgT AgC CAC CTT Cgg TCC CgA AAg TTC CCC gCT t CSP1-Deletion
csp1ex1 gAT CTA-ggA TCC-gCg CAg TAT CCA AAA ATC AA CSP1-Exp. ("AMHI-Ext.)
csp1ex2 gAT CTA-gTC gAC-CgT AgA TgC gCT TCA CTA TT CSP1-Exp. (3ALI-Ext.)
csp1li1 AgT TCg TCg gTT CCT TCT CC CSP1-~500bp_int
csp1li2 ATT CgT Tgg TCA ggC Agg Tg CSP1-~500bp_int
csp1_1m15_1 gAT CTA-TCT AgA-TgC gAC ggA TAC CAA CCA gT CSP4-Deletion (8BAI-Ext.)
csp1_1m15_2 gAT CTA-TCT AgA-Cgg AgA TCg CCT TgA Tgg AA CSP4-Deletion (8BAI-Ext.)
csp1_1m15_del ATT gTg gCg TgT gAA CCT CC-ggC ATg CAC TCg TCA TAT CT CSP4-Deletion
csp1_2k5_1 gAT CTA-ggA TCC-AAC gAT TCC ggC gAT gTC AA CSP6-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_2k5_2 gAT CTA-ggA TCC-CCA ATg ATC gCg gCg TAA TA CSP6-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_2k5_del AAC gAA TAA ggC CAg TgC TC-TCg AAC TCA gCA AgC CTT CA CSP6-Deletion
csp1_3f13_1 gAT CTA-ggA TCC-TTg gCT ATT gTT gCT gCT GC CSP7-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_3f13_2 gAT CTA-ggA TCC-gTg gTT ggC gAA gTT gTg TT CSP7-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_3f13_del TTC CAT TCC ACg CAA TCA CC-CTA TCg TTg ACT TgC TCg Tg CSP7-Deletion
csp1_4m8_1 gAT CTA-ggA TCC-gAA TAg gTC AgA AgC TCA gg CSP2-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_4m8_2 gAT CTA-ggA TCC-gAT gAg gTT gAT ggC TAT gg CSP2-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_4m8_del AgC CAC gAg TCT CTC TTC AA-CTC gTg AAC TTg Tgg TTg gT CSP2-Deletion
csp1_4n21_1 gAT CTA-ggA TCC-ggC ACC TTg TAg ATA CgT gA CSP8-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_4n21_2 gAT CTA-ggA TCC-CgC AAC Agg TTg TAg ATC TC CSP8-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_4n21_del CAg CTT gTC ggA ATA CAT gC-ATg gCA CAT ATC ACg CgA gA CSP8-Deletion
csp1_5b22_1 gAT CTA-ggA TCC-CAg Agg TTA TgC gCg ATC Ag CSP3-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_5b22_2 gAT CTA-ggA-TCC CCT ggT gCA gTg gTg TCC AA CSP3-Deletion ("AMHI-Ext.)
csp1_5b22_del AgA ATC Agg Agg AgC ACA ggg TAT ggA CCg CTg ATA CCT c CSP3-Deletion
5b22li1 AAC gCA Tgg CTC gTg gAT AC CSP3-~500bp_int
5b22li2 ACgCgAACTCCATCATCCTg CSP3-~500bp_int
csp1_5o17_1 gAT CTA-TCT AgA-GtG TAT TCA CCg CCA ACA gC CSP9-Deletion (8BAI-Ext.)
csp1_5o17_2 gAT CTA-TCT AgA-CTC CAG CgT TCT gAT CAT Cg CSP9-Deletion (8BAI-Ext.)
csp1_5o17_del CCA TCA CCA CAg CTT CAA gg-ggT gAT gTC CTg ATT CCg gT CSP9-Deletion
5o17li1 TCT TgC TgC ACA gTg CCA gT CSP9-~500bp_int
5o17li2 CCA TCg gAT gCA ACA gCT TC CSP9-~500bp_int
5p3li1 AAC CAT CgA CAT ggA gCC Ag CSP5-~500bp_int
5p3li2 AAT gAg CCg ACC gAg gAg TA CSP5-~500bp_int
4AB))) Auflistung der verwendeten Primer





AEC-Minimalmedium (1 l) (Rossol & Pühlerm 1992):
- Basis: MM1
- AEC-HCl 8,5 g
- L-Threonin 0,5 g
- Substanzen in H2O ansetzen und sterilfiltrieren
BHIS-Medium (Hirn-Herz-Sorbitol-Medium) (1 l):
- Brain-Heart-Infusion 37 g
- Sorbitol 91 g
- autoklavieren
LB (Luria Bertani):
- Trypton 1 % (w/v)
- Hefe-Extract 0,5 % (w/v)
- NaCl 0,5 % (w/v)
- pH 7,2
- Glucose Monohydrat 0,1 % - 0,5 % (w/v) (bei Bedarf)
- autoklavieren
Minimalmedium 1 (MM1) (1 l) (Katsumata ET AL., 1984):
- (NH4)2SO4 1 % (w/v)
- Harnstoff 0,4 % (w/v)
- K2HPO4 0,1 % (w/v)




- Glucose (50%) 50 ml
- Thiamin 500 µg
- Biotin 50 µg
- MM1 Spurenelemente 1 ml
Müller-Hinton-Medium (MIC-Test) (1 l):
- Müller-Hinton Bouillon 21 g
- autoklavieren
PA (Penassay Broth):
- Antibiotic Medium No. 3 17,5 g/l
- autoklavieren




- Hefe-Extract 0,5 % (w/v)
- Trypton 2% (w/v)
- NaCl 10 mM
- KCl 2,5 mM
- MgCl.6H2O 10 mM
- MgSO4.7H2O 10 mM
- Glucose 20 mM
- autoklavieren
TYG (2x):
- Hefe-Extrakt 1 % (w/v)
- Trypton 1,6 % (w/v)
- NaCl 80 mM





- 1,5 % (w/v) für Festmedien
Antibiotika:
- Antibiotika werden als sterile Stammlösungen angesetzt (Sterilfiltration)
!NTIBIOTIKUM !BK ,¶SUNGSMITTEL % COLI # GLUTAMICUM
Ampicillin Amp H2O bidest. 100
Chloramphenicol Cm 98% Ethanol 50 15
Kanamycin Km H2O bidest. 50 25
Ethambutol Et H2O bidest. 12,5
Nalidixinsäure Nx 0,4 N NaOH - 50
Tetracyclin Tc 50% Ethanol 10 8
4AB))) Antibiotikakonzentration zur Primärselektion (µg/ml Medium)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactosid (X-Gal):
- 20 mg/ml Stammlösung in Dimethylformamid
- 2 ml zu 1 l Medium geben oder 50 µl pro Festmediumsplatte auf die Oberfläche
Glycin:
- 20 % (w/v) Stammlösung in H2O bidest.
- Sterilisation durch Autoklavieren




- 100 mM Stammlösung: 0,238 g/ml
- in H2O bidest.
- sterilfiltrieren
MM1-Spurenelemente
- FeSO4 x 7H2O 20 g/l
- MnSO4 x 1H2O 20 g/l
- NaCl 500 g/l





- Glucose 50 mM
- TrisHCl 25 mM




- NaOH 0,2 N
- SDS 1 % (w/v)
- jeweils frisch zusammengeben
HB3:
- Na-Acetat 3 M
- pH 4,8 (mit Eisessig einstellen)
Kirby-Mix:
- Phenol 1 l
- 8-Hydroxychinolin 1,14 g
- m-Kresol 136,4 ml
- gesättigt mit TrisHCl 0,2 M
- pH 8,0




- 1:1 Mischung Kirby-Mix/Chloroform
SDS-Lösung:
- 20 % (w/v) in H2O
 $.!"EARBEITUNG
Enzymverdünnungspuffer:
- Tris-HCl 10 mM
- NaCl 250 mM
- Dithioerythit 1 mM
- Glycerin 50 % (w/v)
Ligationspuffer (10X):
- Tris-HCl 660 mM
- MgCl2 50 mM
- Dithioerythrit 10 mM
- ATP 10 mM
- pH 7,5
RNase-Lösung:
- 10 mg/ml RNase in H2O-bidest
- 20-30 min kochen
- bei 4 °C aufbewahren
TA-Restriktionspuffer (10x):
- Tris-HCl 330 mM
- K-Acetat 660 mM
- Mg-Acetat 100 mM
- Dithiotreitol 5 mM
- BSA 0,1% (w/v)
- pH 7,5
TE-Puffer:
- Tris-HCl 10 mM
- EDTA 1 mM
- pH 7,5




- Tris-HCl 50 mM
- EDTA 5 mM




- 0,8 % - 4 % in TA-Elektrophoresepuffer
Bromphenolblau-Ladungspuffer (BPB):
- Glycerin 40 % (v/v)
- EDTA 1 mM
- Bromphenolblau 0,05 % (w/v)
Ethidiumbromid-Färbelösung:
- 10 mg/ml EtBr in H2O
E1-F/Lysozym
- Saccharose 25 % (w/v)
- Ficoll 400 3 % (w/v)
- in TA-Elektrophorese ansetzen
- autoklavieren
- RNase (DNase-free) 10 µl/ml (frisch zugeben)
- Lysozym 2 mg/ml (frisch zugeben)
TA-Elektrophoresepuffer (50x):
- Tris-HCl 40 mM
- Na-Acetat 10 mM
- EDTA 1mM




- dATP 2,5 mM
- dTTP 2,5 mM
- dGTP 2,5 mM
- dCTP 2,5 mM (⇓ nächste Seite)
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- in H2O bidest. steril
Alle anderen Puffer werden den Kits der entsprechenden Polymerasen entnommen
 $.!4RANSFER
10 % Glycerin:
- 57,5 ml 87% Glycerin in 500ml H2O bidest.
- Sterilisation durch Autoklavieren
15% Glycerin:
- 86,2 ml 87% Glycerin in 500ml H2O bidest.
- Sterilisation durch Autoklavieren
TG-Puffer:
- TrisHCl 1 mM
- Glycerin 10 %






- Puffer 2 20 ml
- Anti-DIG-AP-Konjugat 4 µl bei NBT/X-Phosphat
2 µl bei Chemielumineszenz
Blockingreagenz (10%-Stammlösung):
- Blockinreagenz 10% (w/v) in Puffer 1
- kurz aufkochen, autoklavieren und bei 4°C aufbewahren
Blotting-Puffer A (Depurinierung):
- HCl 0,25 N
Blotting-Puffer B (Denaturierung):
- NaOH 0,5 N
- NaCl 1,5 M
- jeweils frisch 1:1 aus doppelt konzentrierten Stammlösungen zusammensetzen




- Tris-HCl 1 M
- NaCl 2 M
- pH 7,0
Blotting-Puffer D/20fach SSC (Transfer):
- NaCl 3 M
- Na-Citrat 0,3 M
- pH 7,0
Dehybridisierungs-Lösung:
- NaOH 0,2 M
- SDS 0,1 % (w/v)
Färbelösung:
- Puffer 3 10 ml
- NBT-Lösung  45 µl
- X-Phosphat-Lösung 35 µl
Puffer 1:
- Maleinsäure 0,1 M
- NaCl 0,15 M
- NaOH 7g (fest)
- pH 7,5
Puffer 2:
- 1% Blockinreagenz (1/10 Volumen 10%ige Stammlösung) in Puffer 1, je frisch ansetzen
Puffer 3:
- Tris-HCl 0,1 M
- NaCl 0,1 M




- N-Lauroylsarkosin 0,1% (w/v)
- SDS 0,02% (w/v)
- Blockingreagenz 1%
- Lösung bei -20°C lagern




- Puffer 3 10 ml
- CSPD 100 µl
- bei 4°C im Dunkeln aufbewahren
Stripping-Puffer:
- NaPi 5 mM
- SDS 0,1 % (w/v)
Waschlösung A:
- 20fach SSC 100 ml/l
- 20% SDS 5 ml/l
Waschlösung B:
- 20fach SSC 10 ml/l
- 20% SDS 5 ml/l
Waschpuffer:
- Tween-20 0,3% (v/v) in Puffer 1
 ,¶SUNGEN F…R 0ROTEINEXTRAKTE
Aufschlußpuffer (0,1 M Kaliumphosphatpuffer):
- 49,7 ml 1M K2HPO4-Lösung
- 50,3 ml 1M KH2PO4-Lösung
- mit H2O dest. auf 1 l auffüllen
- pH 6,8
- Puffer autoklavieren
- 0,5 mM Dithiotreitol (DTT) zugeben
DNaseI-Lösung:
- 1 mg/ml DNaseI in H2O bidest. lösen
- Lösung sterilfiltrieren
Extraktionspuffer (100 ml):
- TrisHCl 10 mM
- CHAPS 4 %
- in H2O bidest.
- pH 6,8
- autoklavieren
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Extraktionspuffer (b) (100 ml):
- TrisHCl 60 mM
- SDS 4 %





- Tris HCl 50 mM
- Harnstoff 6 M
- Glycerol 30 % (v/v)
- SDS 2 %
- DTT 1 % (frisch dem Aliquot vor Gebrauch zugeben)
- in H2O bidest. ansetzen
- pH 6,8
- nicht über 30 °C erwärmen
- Aliquots (40 ml) bei –20 °C lagern
Equilibrierungspuffer 2 (EB2):
- Tris  HCl 50 mM
- Harnstoff 6 M
- Glycerol 30 % (v/v)
- SDS 2 %
- Iodoacetamid 4,5 % (frisch dem Aliquot vor Gebrauch zugeben)
- Bromphenolblau Spuren
- in H2O bidest. ansetzen
- pH 8,8
- nicht über 30 °C erwärmen
- Aliquots (40 ml) bei –20 °C lagern
Fixierer (1 l):
- Ethanol 300 ml
- Eisessig 100 ml
- mit H2O auffüllen
Färbelösung (1 l):
- Coomassie Brilliant Blue R250 2,0 g
- Coomassie Brilliant Blue G250 0,5 g
- Ethanol 425 ml
- Methanol 50 ml (⇓ nächste Seite)
Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                               III. Material und Methoden
__________________________________________________________________________________________
29
- Essigsäure 100 ml
- H2O dest. 425 ml
- Über Nacht unter rühren lösen, gegebenenfalls vor dem Gebrauch filtrieren
Langsam-Entfärber (1 l):
- Essigsäure 7 %
- mit H2O auffüllen
Probenpuffer PBJR (5x) (50 ml):
- Tris HCl (pH 6,8) 10,6 ml
- EDTA 0,372 g
- Glycerin (87 %) 10,49 ml
- SDS 5 g
- β-Mercaptoethanol 20 ml
- Bromphenolblau 0,025 g
- in H2O bidest. ansetzen
- Aliquots in Eppis bei –20 °C lagern
Rehydrationpuffer:
- Harnstoff 9 M
- CHAPS 2 %
- Pharmalyte 2% (frisch dem Aliquot vor Gebrauch zugeben)
- Bromphenolblau Spuren
- DTT 0,28 % (frisch dem Aliquot vor Gebrauch zugeben)
- in H2O bidest. ansetzen
- nicht über 30 °C erwärmen
- Aliquots (500 µl) bei –20 °C lagern
SDS-Laufpuffer (1 l):
- Tris Base 3,025g
- Glycin 14,4 g
- SDS 1 g
Schnell-Entfärber (1 l):
- Ethanol 45 %
- Essigsäure 10 %
- H2O dest. 75 %
 ,¶SUNGEN F…R 3EMI$RY"LOT  7ESTERN"LOT
Towbin-Transferpuffer:
- TrisBase 48 mM
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- Glycin 39 mM (⇓ nächste Seite)
- Methanol 20 % (v/v)
- SDS 0,04 % (w/v)
- mit H2O dest. auffüllen
PBS (10 x):
- NaCl 1,4 M
- KCl 27 mM
- Na2HPO4 10 mM
- KH2PO4 18 mM
- mit H2O dest. auffüllen
- pH 7,3
TBS (10 x):
- NaCl 1,5 M
- TrisHCl 200 mM
- mit H2O dest. auffüllen
- pH 7,5
Färbelösung:
- 1 Tablette DAB (Di-Amino-Benzidin) in 20 ml TBS (1x) auflösen
- Lösung 10 min im Dunkeln inkubieren
- Zugabe von 30 µl H2O2
- Zugabe von 2 mM NiCl2
Stopplösung:
- Natriumazid 2 mM
- in H2O bidest.
 ,¶SUNGEN F…R  IN ’EL  TRYPTISCHER 6ERDAU
T-Wasch-A:
- CH3CN 50 % (v/v)
- in H2O dest.
T-Wasch-B:
- CH3CN 50 % (v/v)
- NH4HCO3 50 mM
- in H2O




- CH3CH 50 % (v/v)




Alle hier nicht aufgeführten Enzyme entstammen einem der verwendeten Kits.
Anti-Rabbit-HRP Roche















Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen
oder entstammen einem der verwendeten Kits.
α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure-Lösung Sigma
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactosid (X-Gal) GIBCO BRL
Agar GIBCO BRL
Agarose (Standard) GIBCO BRL
Antibiotic Medium No. 3 Oxoid
Antischaummittel Clerol (silikonfreier Methylesther) Degussa
Brain-Hearth-Infusion Merck




CoomassieBilliant Blue G250 Serva




















QIAEX II Agarose Gel Extraction QIAGEN






buffer-stripes (+ / -) Amersham
Dialyseschläuche Spectrum Laboratories, Inc.
Eppis Greiner
Electroporations-Küvetten (0,2 cm) BioRad
Glaswaren Schott
HPTLC-Platten (G60) Merck
IPG-Streifen (alle pH-Bereiche) Amersham
Mikrotiterplatten Greiner
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Nitrocellulose Filter Sartorius, Gelman-Sciences




Polystar PE-Schlauchfolien Rische und Herfurth GmbH










Gene PulserTM, Pulse Controller BIO RAD
Hybridisierungsofen Bachofer, shell lab
IPGPhor Amersham
Kühlzentrifuge J2-21 Beckmann
Luftschüttler New Brunswick, Gerhardt
MALDI-TOF Bruker







Schweißgerät Polystar 242 Rische und Herfurth GmbH
Shaker Swip Edmund Bühler
Spectro-Photometer 4060 LBK Biochrom
Thermocycler (PCR) MJ Research
Tischzentrifuge Hermle










Die Kultivierung von Bakterien auf Festmedien erfolgt durch Ausstreichen von Einzelkolonien
und anschließender Inkubation im Brutschrank. Dabei liegt die Inkubationstemperatur und
Dauer von % COLI bei 37°C ü/N, von # GLUTAMICUM bei 30°C für 2-4 d.
Zum Anlegen von Stammplatten auf Festmedien wird auf einer Hälfte einer Agarplatte mit
einer sterilen Glas-Pipette eine Einzelkolonie ausgestrichen. Mit einer neuen sterilen Pipette
wird senkrecht zum ersten Strich und ausgehend von diesem ein weiterer Strich gezogen,
senkrecht zu diesem ein dritter. Auf diese Weise werden die Bakterien soweit verdünnt, daß
man nach Inkubation bei entsprechenden Bedingungen Einzelkolonien erhält.
Die Kultivierung der Bakterien in Flüssigmedien erfolgt durch Animpfung einer Einzelkolonie
vom Festmedium. Kulturen von 5-10ml werden im Reagenzglas im Roller, größere Mengen
im Erlenmeyerkolben im Luftschüttler bei ca. 150-200  rpm angezogen. % COLI wird ü/N bei
37°C bis zur Stationärphase inkubiert. Für # GLUTAMICUM wird ü/N bei 30°C eine Vorkultur
angezogen, die 1:100 in frischem Medium als Hauptkultur 1-2 d bei 30°C zur stationären
Phase wächst.
 ,AGERUNG VON "AKTERIEN
Festmedium-Platten mit Bakterienkulturen können einige Wochen bei 4°C gelagert werden,
wobei sie mit Parafilm vor dem Austrocknen geschützt werden sollten. Durch regelmäßiges
Umimpfen auf entsprechende Selektionsplatten kann die Aufbewahrungsdauer verlängert
werden.
Eine dauerhafte Lagerung der Bakterien erfolgt in Glycerinkultur. Dazu werden 1,5 ml frische
stationäre Flüssigkultur pelletiert (bzw. eine Einzelkolonie von Selektionsplatte
abgenommen), in einem Eppendorfgefäß in 200 µl LB/G resupendiert und mit 500 µl sterilem
87 %igem Glycerin vermischt. Die Kulturen können so bei -20°C gelagert werden.
 "ESTIMMUNG DES "AKTERIENTITERS
Das Wachstum von Bakterien in einer Flüssigkultur wird durch Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenlänge von 580 nm in einem Spektralphotometer verfolgt. Als Referenz
dient steriles Nährmedium. Dabei entspricht eine o.D.580 von 1 bei #  GLUTAMICUM
erfahrungsgemäß einem Lebenditer von ca. 1*108 Zellen pro ml, bei % COLI von 2*108 Zellen
pro ml.
Um den exakten Lebendtiter zu bestimmen, muß eine Verdünnungsreihe angelegt,
ausplattiert und nach Inkubation ausgezählt werden.




Beim MIC-Test handelt es sich um einen international anerkannten klinischen Test, bei dem
die minimale inhibierende Konzentration eines bestimmten Antibiotikums auf einen zu
untersuchenden Bakterienstamm bestimmt wird. Mit dieser Methode läßt sich die Sensitivität
eines Mikroorganismus auf beliebige Antbiotika eindeutig quantifizieren, indem festgestellt
wird, ab welcher Antibiotikumkonzentration der Stamm praktisch kein Wachstum mehr
aufweist (= MIC-Wert).
- Vorkultur in Müller-Hinton-Medium (MH)
- Vorbereiten von Reagenzgläsern mit je 10 ml MH-Medium
- Anlegen einer geeigneten Konzentrationsreihe mit den gewünschten AB’s in vorgelegtem
MH-Medium
- Konzentration beginnend mit 0,125 µg/ml (oder nach Bedarf) AB
- nächste Konzentrationsstufe enthält doppelte Menge AB
- letzte Konzentrationsstufe je nach Bedarf
- Reagenzgläser aus der Vorkultur animpfen (5 * 105 Zellen / ml)
- Anzucht ü/N im Roller
- messen der o.D.580
- für die Auswertung wird der o.D.580-Wert der Kontrolle ohne AB jeweils auf 100% gesetzt
 )SOLIERUNG VON $.!
 (",YSE ZUR 0LASMID$.!)SOLIERUNG AUS % COLI
(modifiziert nach Ish-Horowitz & Burke, 1981)
Durch Detergenz und NaOH-Behandlung wird die Zellwand aufgelöst (bei gram-positiven
Bakterien muß diese zunerst durch Lysozymbehandlung aufgelöst werden) und der Zellinhalt
freigesetzt, wobei die DNA aufgrund des alkalischen Milieus denaturiert. Durch nachfolgende
Zugabe von 3 M Na-Acetat wird der pH-Wert abgesenkt, was zum Ausfällen der Proteine
und zur Renaturierung der DNA führt. Die chromosomale DNA vernetzt dabei und wird mit
den Proteinen abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA kehrt in ihre superhelicale Form zurück und
wird mit Alkohol gefällt.
- Kultur ü/N bei 37°C selektiv anziehen (Flüssig- oder Festmedium)
- bei Flüssigkultur: - 3 ml Kultur im Eppi bei 13.000 rpm für 3 min pelletieren
- Überstand vollständig abziehen
- Pellet in in 200 µl HB1-Lösung resuspendieren
- bei Festmedium: - Platte mit 0,1-Glaspipette abkratzen
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- in 200 µl HB1-Lösung resupendieren
- 400 µl HB2-Lösung zugeben, Eppi sofort invertieren (bis die Lösung aufklart)
- 5 min Inkubation bei RT
- 300 µl HB3-Lösung zugeben, Eppi sofort invertieren
- 15 min bei 13.000 rpm abzentrifugieren (optimale Temp.: 10°C)
- Überstand in neues Eppi überführen
- bei Bedarf 1-2mal phenolisieren
- DNA mit Isopropanol (-20°C) fällen (Eppi auffüllen, optimal 1 ml)
- 20 min bei 13.000 rpm abzentrifugieren, Überstand abgießen
- DNA mit 0,5 ml 70 % EtOH waschen (vortexen)
- 5 min bei 13.000 rpm abzentrifugieren, Überstand quantitativ entfernen
- DNA ca. 3 min bei 60°C im offenen Eppi trocknen und in 50 µl sterilem H2O lösen
 ’ESAMT$.!)SOLIERUNG AUS # GLUTAMICUM
(nach Altenbucher & Cullum, 1984)
Durch eine kombinierte Behandlung mit Lysozym und einem Detergenz werden die Zellen
sphäroblastiert und dann lysiert. Mittels PronaseE-Einwirkung und Phenolisierung werden
die Proteine extrahiert, die DNA wird anschließend durch Ethanolfällung aufgereinigt.
- 25 ml LB/G-Medium mit einer Einzelkolonie animpfen und ü/N bei 30°C im Roller selektiv
inkubieren
- 10 ml Kultur in 10 ml PE-Röhrchen überführen
- 5 min bei 3000 rpm in Hermle-Tischzentrifuge pelettieren
- Pellet in 10ml TES resuspendieren, erneut 5min bei 3000 rpm zentrifugieren
- Pellet in 3 ml HB1 mit 20 mg/ml Lysozym (frisch ansetzen) resuspendieren
- 2 h bei 37°C im Roller inkubieren
- 200 µl 20% SDS zugeben und vorsichtig invertieren, bis Lösung aufklart
- 5 min auf Eis
- Spatelspitze PronaseE zugeben, 1-2 h bei 37°C im Roller inkubieren
- 3ml Phenol/Chloroform zugeben und vorsichtig invertieren
- 10 min bei 8.000 rpm bei 4°C im JA20-Rotor abzentrifugieren
- Überstand vorsichtig mit abgeschnittener blauer Spitze abnehmen und in neues PE-
Röhrchen überführen
- Phenolisierungsvorgang nochmals mit 2 ml Phenol/Chloroform wiederholen
- Überstand mit 98% EtOH (-20°C) auf 12 ml auffüllen, invertieren bis DNA ausfällt
- 15 min bei 10.000 rpm bei 4°C im JA20-Rotor abzentrifugieren
- Pellet in 5 ml 70% EtOH waschen
- 15 min bei 10.000 rpm im JA20- Rotoer abzentrifugieren
- Überstand vollständig abziehen und verwerfen
- Pellet bei 60°C trocknen und ein 100-300 µl H2O oder TE lösen, DNA bei 4°C lagern




Bei der Isolation von Plasmid- bzw. Cosmid-DNA werden auch häufig käufliche „Kits“
verwendet. Der Vorteil dieser „Kits“ liegt neben der Zeitersparnis in der besonders reinen
DNA-Aufreinigung. Die Funktionsweise „Kits“ beruht auf dem der alkalischen Lyse, wobei
nach einer alkalischen Lyse der Zellen die Proteine und Zellwandbestandteile gefällt und die
DNA somit extrahiert werden kann. Der Plasmid bzw. Cosmidhaltige wäßrige Überstand wird
dann durch eine Anionenaustauschersäule nochmals gründlich aufgereinigt.




Die mit Proteinen verunreinigte DNA wird in zwei Schritten mit 1:1 bis 1:3 Volumen Kirby-Mix
und Phenol/Chloroform versetzt. Nach gutem Durchmischen liegen die Proteine in der
phenolischen Phase vor. Durch Zentrifugation werden die Phasen getrennt, danach kann die
obere DNA-haltige Phase abgezogen werden. Durch Alkoholfällung oder Sephadex G50
Säulenchromatographie werden die Phenolreste entfernt.
 3EPHADEX ’ 3⁄ULENCHROMATOGRAPHIE
(Sambrook ET AL., 1989)
Mit Hilfe dieser Methode können Substanzen aufgrund ihres unterschiedlichen
Molekulargewichts getrennt werden. Durch das Ausschlußvolumen der Poren des
Säulenmaterials können kleinere Moleküle wie Salze, Nukleotide oder Phenol, im Gegensatz
zu den DNA-Makromolekülen (> 80 Nukleotide), in das Material eindringen. Auf diese Weise
wird die DNA von den Verunreinigungen bei Durchfluß durch die Säule getrennt.
- ca, 2,5 Löffel Sephadex G50 Pulver in H20 bidest quellen lassen und auto-klavieren
- zur Silikonisierung von Glaskügelchen (∅ ca. 1 mm):
- in Silikonlösung tränken, Lösung anschließend abgießen
- Kügelchen 1 h in offenem Gefäß bei 100°C backen
- silikonisiertes Kügelchen in blaue Spitze geben, diese in Weichagarröhrchen stellen
- 500 µl Sephadex G50 zugeben
- 10 min bei 3.000 rpm in Hermle-Tischzentrifuge zentrifugieren (Entfernen der Flüssigkeit)
- Spitze in neues Röhrchen stellen, DNA-Lösung auf das trockene Sephadex geben
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- erneut für 10-15 min zentrifugieren, durchgeflossene DNA-Lösung weiterverwenden
 %NTFERNEN VON 2.!
Häufig ist es notwendig (z.B. bei der Restriktionsanalyse) die bei der DNA-Isolierung mit
isolierte RNA zu entfernen. Dazu wird die DNA mit 1 U RNase / µg DNA versetzt und 10 min
bei 37°C inkubiert. Die RNase-Behandlung kann auch schon bei der HB-Lyse erfolgen,




Die DNA wird entweder mit 1/10 Volumen 5 M NaCl und 2,5fachem Volumen 98% EtOH
oder mit 3 M NaAC pH 4,8 und einfachem Volumen Isopropanol gefällt (RT oder -20°C) und
durch Zentrifugation pelletiert. Durch Waschen mit 70% EtOH werden mitgeführte Salze
entfernt. Nach erneuter Zentrifugation und quantitativem Entfernen des EtOH kann die DNA





Die Agarose-Gelektrophorese ist die Standardmethode zur Auftrennung unterschiedlich
großer DNA-Fragmente. Dabei wandert die DNA als negativ geladenes Molekül im
elektrischen Feld, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit abhängig ist von der
Molekülgröße, der DNA-Konformation, der Agarosekonzentration und der angelegten
Feldstärke. Nach Versetzen mit Bromphenolblau-Ladungspuffer kann die DNA in die
Taschen gefüllt werden, wobei BPB auch als Anhaltspunkt über die zurückgelegte
Laufstrecke dient. Nach Färbung mit Ethidiumbromid kann das Gel im UV-Durchlicht
fotografiert werden.
- 0,4 - 4% Agarose (je nach Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente) in TA-
Elektrophoresepuffer aufkochen
- Agarose in Gelkammer füllen und geeigneten Kamm einsetzen
- Gel nach dem Auspolymerisieren mit TA-Elektrophoresepuffer überschichten und Kamm
entfernen
- DNA-Probe mit ca. 3 µl BPB-Mix versetzen und in Geltaschen füllen
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- Gel bei 50-100 V laufen lassen
- Gel ca. 5 min in EtBr-Lösung (5 µg/ml) färben, wässern und unter UV-Durchlicht
fotografieren
 ’R¶ENBESTIMMUNG VON $.!&RAGMENTEN
Die Laufstrecke eines linearen DNA-Fragmentes ist umgekehrt proportional zum natürlichen
Logarithmus des Molekulargewichts. Durch Laufstreckenvergleich mit einem als Referenz
auf das Gel aufgetragenen Längenmarker (z.B. „DNA Molecular Weight Marker X“ von
Boehringer) kann die Größe von DNA-Fragmenten bis auf ca. 100 bp genau bestimmt
werden.
 )SOLIERUNG VON $.!&RAGMENTEN AUS !GAROSEGELEN
Mit Hilfe dieser Methode können definierte DNA-Fragmente nach der Auftrennung im
Agarosegel wieder isoliert werden. Dazu wird das Gel zunächst leicht mit EtBr angefärbt und
die Bande mit dem gewünschten DNA-Fragment unter schwachem UV-Licht mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Die anschließende Trennung erfolgt mit einem entsprechenden Kit
wie z.B. „QIAEX II Agarose Gel Extraction“ (QIAGEN) oder „Nucleotrap Extraction Kit for
Nucleic Acids“ (Macherey-Nagel). Dabei verfährt man entsprechend der Herstellerprotokolle.
 %CKHARDT,YSE VON % COLI
(Eckhardt 1978, modifiziert)
Bei dieser Methode handelt es sich um eine modifizierte Agarose-Gelelektrophorese, mit der
sehr schnell der Plasmidgehalt und die Plasmidlänge rekombinater Klone untersucht werden
kann. Durch Lysozym und SDS-Einwirkung erfolgt die Lyse der Zellen erst in den
Geltaschen. Während die Plasmid-DNA bei der anschließenden elektrophoretischen
Auftrennung in das Gel einlaufen kann, bleibt die chromosomale DNA in den Taschen
zurück. Durch Auftragen einer Kontrollsuspension von Stämmen mit Plasmiden bekannter
Größe, können Rückschlüsse auf die Größe der untersuchten Plasmide gemacht werden.
Gelvorbereitung:
- 0,8-1% Agarose in TA-Elektrophoresepuffer aufkochen
- SDS in einer Endkonzentration von 0,2% zugeben
- Gel mit großen Taschen gießen und auspolymerisieren lassen
Lyse der Zellen:
- pro Lyse 10 µl TA-Elektrophoresepuffer in Mikrotiterplatte geben
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- wenige Zellen einer %  COLI Einzelkolonie mit einem Zahnstocher von der Platte
abnehmen und in dem Puffer resuspendieren
- 20 µl E1-F/Lysozym-Lösung zugeben, vermischen und in Taschen pipettieren
- BPB in zwei Taschen als Laufmarker einfüllen
- Gel-Vorlauf für 15-30 min bei 20 V bis Taschen völlig klar
- Gel-Hauptlauf für 2-3 h 120 V
 +LONIERUNGSEXPERIMENTE
 $.!2ESTRIKTION
Bei dieser Methode wird DNA von Restriktionsendonukleasen (TypII) innherhalb bestimmter
palindromischer Sequenzen gespalten. Dabei entstehen entweder glatte („blunt-ends“) oder
versetzte Enden („sticky-ends“).
Die Spaltung der DNA mit einer solchen Restriktionsendonuklease erfolgt nach den vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen unter Verwendung des mitgelieferten
Restriktionspuffers. Alternativ können auch TA-Restriktionspuffer oder „One-Phor-All Buffer
PLUS“ eingesetzt werden. Die Inaktivierung des Enzyms kann durch Hitzebehandlung,
Einfrieren oder Phenolisieren erfolgen.
 0OLYMERASE+ETTENREAKTION 0#2	
(Saiki ET AL, 1988)
Die Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction“ – PCR) ist eine INVITRO
Methode zur gezielten enzymatischen Amplifikation von DNA-Fragmenten. Diese wird durch
sich wiederholende, automatisierte Zyklen erreicht, wobei sich pro Durchgang die Anzahl der
DNA-Kopien idealerweise verdoppelt. Dies führt zu einer ecponentiellen Anreicherung des
durch die 0RIMER eingegrenzten 4ARGET-Fragmentes.
Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten. Durch Hitzedenaturierung wird die DNA im ersten
Schritt in Einzelstränge zerlegt. Es folgt das !NNEALING, bei dem durch Absenkung der
Temperatur die 0RIMER an ihre spezifische Zielsequenz binden. Im dritten Schritt katalysiert
eine thermostabile Polymerase bei 72 °C die Polymerisierung des neuen DNA-Strangs. In
der PCR werden spezifische 0RIMER eingesetzt, die jeweils komplementär zu den Enden
eines gewünschten DNA-Fragmentes sind. Die Orientierung der 0RIMER wird so gewählt, daß
das zwischen ihnen liegende DNA-Fragment durch Polymerisierung an den 0RIMERN
synthetisiert und somit amplifiziert wird. Neben 0RIMERN und einer thermostabieln Polyme-
rase (hier 4AQ / 0FU / 0WO) werden für den PCR-Reaktionsansatz Desoxynukleotide, ein
magnesiumhaltiger Puffer und die 4EMPLATE-DNA benötigt.
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Eine Besonderheit der 4AQ- und 0FU-DNA-Polymerase ist, daß sie matrizenunabhängig stets
einen Adenosinrest an das Amplifikat anhängt. Das erleichtert das Klonieren in spezielle
linearisierte Vektoren, welche einen 3‘-T-Überhang an der Insertionsstelle besitzen (z.B.
pCR2.1). Das PCR-Produkt kann so direkt über das 3‘-A-STICKYEND  in den Vektor kloniert
werden. Die 0WO-Polymerase erzeugt dagegen BLUNTENDS, so daß das PCR-Produkt auch
BLUNT kloniert werden muß. 0WO und 4AQ verfügen im Gegensatz zur 4AQ über eine 3‘-5‘-
Exonuklease-Aktivität (PROOFREADING), wodurch die Fehlerrate bei der Amplifikation deutlich
geringer liegt.
 0RIMER $ESIGN
Die Qualität der 0RIMER spielt für die Effizienz und Qualität der PCR eine wichtige Rolle.
Deshalb sollte bei der Auswahl der 0RIMER einige Regeln beachtet werden (McPherson ET AL,
1995). Um eine ausreichende Spezifität zu gewährleisten, sollten die 0RIMER eine Länge von
mindestens 18 Nukleotiden (nt) haben, ab einer Länge von 30 nt ist jedoch keine Zunahme
der Spezifität zu erwarten. Länge und !NNEALING-Temperatur beider 0RIMER sollten möglichst
identisch sein, wobei der GC-Gehalt zwischen 50 und 60 % liegen sollte. Zur einfachen
Berechnung der !NNEALING-Temperatur kann folgende Formel verwendet werden:
Tm °C = [(Σ G + C) * 4 °C + (Σ A + T ) + 2 °C] – 5 °C
Extensionen (wie z.B. Schnittstellen) werden am 5‘-Ende angehängt. An beiden Enden des
0RIMERS sollte sich kein Poly-T-Bereich befinden, da Thymidin-Reste zur Ausbildung
unspezifischer Bindungen neigen. Um diese und weitere Kriterien, wie die Bildung von
Haarnadelstrukturen und 0RIMERDIMEREN, berücksichtigen zu können, werden spezielle




- Polymerasepuffer (mit Mg) 5 µl
- d-NTP-Mix 2 µl
- Primer 0,5 µl (je)
- Template-DNA 0,5 µl
- Polymerase 0,25 µl – 0,5 µl
- auffüllen mit sterilem H2O bidest.
PCR-Programm:
1. 3 min 94 °C Vorlauf
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2. 15 sec 94 °C Denaturierung des DNA-Doppelstranges
3. 20 sec 50-60 °C !NNEALING der 0RIMER (Angaben beachten)
4. 1 min 72 °C Polymerisation (Polymer.geschw. u. Amplifikatlänge beachten)
5. Schritte 2-4 32 x wiederholen
6. 3 min 72 °C Extensionsschritt
7. ∞ 4 °C Kühlen
0WO-Polymerase:
PCR-Ansatz (100µl):
- 0WO-Puffer (mit Mg) 10 µl
- d-NTP-Mix 4 µl
- Primer 0,5 µl (je)
- Template-DNA 1 µl
- 0WO-Polymerase 0,5 µl
- auffüllen mit sterilem H2O bidest.
PCR-Programm:
1. 2 min 94 °C Vorlauf
2. 15 sec 94 °C Denaturierung
3. 20 sec 50-60 °C !NNEALING der 0RIMER (Angaben beachten)
4. 1 min 72 °C Polymerisation (Polymer.geschw. u. Amplifikatlänge beachten)
5. Schritte 2-4 9 x wiederholen
6. 15 sec 94 °C Denaturierung
7. 20 sec 50-60 °C !NNEALING der 0RIMER (Angaben beachten)
8. 1 min 72 °C Polymerisation (Polymer.geschw. u. Amplifikatlänge beachten)
9. Schritte 6-8 14 x wiederholen (+ 20 sec / Zyklus bei Schritt 8.)
10. 10 min 72 °C Extensionsschritt
11. ∞ 4 °C Kühlen
Eppendorf-Taq-Polymerase:
Verfahren wie Taq-Polymerase. Zusätzlich wird jedoch „Eppendorf-Taq-Enhancer“
zugegeben (1:5), die Amplifikation erfolgt dabei wesentlich sensitiver (z.B. für Integrations-
Deletion-Schnelltests).
 $.!,IGATION
Bei der Ligationsreaktion werden die endständigen 5’-Phosphatgruppen und 3’-
Hydroxylgruppen des Zucker-Phosphat-Gerüstes von DNA-Molekülen mit Hilfe der ATP-
abhängigen T4-DNA-Ligase unter Ausbildung von Phosphodiesterbindungen miteinander
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verknüpft. Auf diese Weise können beliebige DNA-Fragmente mit kompatiblen „sticky-ends“
oder „blunt-ends“ ligiert werden.
- ggf. Restriktionsenzyme mit geeigneten Methoden inaktivieren
- ca. 1 µg gespaltene Vektor-DNA
- x µg Insert-DNA (molares Insert-Verkor-Verhältnis sollte zwischen 2:1 und 10:1 liegen)
- 3 µl 10x Ligationspuffer (Endkonzentration ATP: 1 mM)
- 1 µl T4-DNA-Ligase
- mit sterilem H2O auf 30 µl auffüllen




Diese Methode macht sich zunutze, daß die Umsetzung des Indikatorsubstrates 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactosid (X-gal) durch das LACZ-Genprodukt β-Galactosidase zu einer
Blaufärbung führt. Die verwendeten Wirtsstämme (% COLI DH5α oder % COLI DH5αMCR) sind
aufgrund einer Mutation im LACZα-Genfragment nicht mehr in der Lage eine funktionstüchtige
β-Galactosidase zu synthetisieren. Da die Kloniervektoren jedoch ein LACZα-Genfragment
tragen, kann das α-Peptid mit dem chromosomal codierten LACZ∆M15-Genprodukt
reassoziieren, wodurch wieder eine funktionstüchtige β-Galactosidase zur Verfügung steht.
Durch die Klonierung eines Fragmentes in die „multiple-cloning-site“ eines solchen
Kloniervektors wird jedoch das LACZα-Genfragment unterbrochen. Auf diese Weise lassen




Um Deletionen möglichst rasch, gezielt und einfach im Genom zu etablieren, wurde die
Methode des ’ENE3PLICING BY /VERLAP %XTENSION, kurz „Gene-SOEing“ angewendet. Dabei
handelt es sich um eine Technik zur IN VITRO-Neukombination von DNA-Fragmenten während
der PCR. Sie basiert auf einer Erweiterung am 5‘-Ende des zweiten 0RIMERS (b), die das
reverse Komplement eines dritten 0RIMERS (c‘) darstellt, der an einer anderen Stelle auf dem
ersten 4EMPLATE oder auch auf einem völlig anderen 4EMPLATE binden kann. In einer zweiten
PCR fungiert dann das Produkt der ersten PCR als 0RIMER (c), zusammen mit einem vierten
Primer (d) entsteht so ein Fusionsprodukt (Abb.III.1). Diese Technik kann eingesetzt werden,
um Gene (oder Genabschnitte) zu fusionieren, oder um Deletionen gezielt zu setzen. Für
Deletionen werden die Bereiche vor und hinter dem zu deletierenden Bereich fusioniert und
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das Produkt mittels des pK18MOBSAC"-Systems gegen den intakten Abschnitt des
Chromosoms vertauscht. Dabei wird durch Seleketion auf Kmr zunächst auf die Integration
des Vektors identifiziert, die über eine der beiden Flanken erfolgt. Für die Selektion auf das
zweite #ROSSOVER-Ereignis wird das SACB-Systems des Vektors verwendet, welches
eineSensitivität gegenüber Sucrose (10%) vermittelt. Sucrose-resistente Zellen müssen also
diesen Vektor wieder verloren haben (Replikation in #G nicht möglich). Dieser Verlust kann
auf zwei Arten erfolgen. Im ersten Fall erfolgt eine homologe Rekombination über dieselbe
Flanke wie bei der Integration, der Genotyp REVERTIERT und es entstehen wieder Wildtyp-
Kolonien. Im zweiten Fall erfolgt die Rekombination über die zweite Flanke. Auf diese Weise
verbleibt das Deletionskonstrukt im Chromosom, während das native Gen mit dem Vektor
verloren geht.
!BB))) Schematische Darstelleung des „Gene-SOEing“
 0#23CHNELLTEST F…R )NTEGRATIONEN  $ELETIONEN IN # GLUTAMICUM
Integrationen und Deletionen im Chromosom können bei richtiger Wahl der Primer sehr
leicht durch PCR nachgewiesen werden (Abb.III.2).
Integrationsnachweis:
Es werden drei 0RIMER benötigt:
- P1 = knapp außerhalb vom 5‘-Bereichs des Integrationsfragmentes
- P2 = Vektorspezifischer 0RIMER am 3‘-Bereich des Integrationsfragmentes
- P3 = knapp außerhalb vom 3‘-Bereichs des Integrationsfragmentes
Bei erfolgreicher Integration muß die 0RIMERkombination P1/P2 ein Fragment der
entsprechenden Größe ergeben, bei der Kombination P1/P3 darf dagegen kein Amplifikat
auftreten.




Es werden vier Primer benötigt:
- Pa = knapp außerhalb vom 5‘-Bereichs des deletierten Bereiches
- Pb = knapp außerhalb vom 3‘-Bereichs des deletierten Bereiches
- Pc = 5‘-Primer eines innerhalb des Deletionsbereiches liegenden Abschnittes
- Pd = 3‘-Primer eines innerhalb des Deletionsbereiches liegenden Abschnittes
Bei erfolgter Deletion muß die Primerkombination Pa/Pb ein Fragment einer bestimmten
Größe ergeben, die nur nach der Deletion auftreten kann. Die Primer Pc/Pd dürfen dagegen
kein Amplifikat ergeben. Sollte das komplette Deletionskonstrukt (vgl. GeneSOeing) noch
integriert vorliegen, würden beide Primerkombinationen ein PCR-Produkt ergeben.
Herstellung der 4EMPLATE-DNA für Integrations- / Deletionsschnelltest:
Durch Aufkochen der zu untersuchenden #  GLUTAMICUM-Klone mit der Mikrowelle werden
die Zellen aufgeschlossen und die DNA PCR-Anaylsen zugänglich gemacht. Auf diese
Weise kann in kurzer Zeit eine große Anzahl Klone auf ein erfolgtes Integrations-/
Deletionsereignis untersucht werden.
- ca. ¼ eines normalen Stocherstriches in 100 µl sterilem H2O bidest. resuspendieren (in
einem 1,5 ml Eppi)


















!BB))): Schematische Dartellung des Integrations- / Deletionsnachweis
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- Zellen sofort auf Eis stellen




Diese Methode dient zur schnellen Transformation von unterschiedlichen %  COLI-Stämmen
mit bereits vorhandenen Plasmiden. Die Kompetenz zur DNA-Aufnahme erhalten die % COLI-
Zellen dabei durch eine Behandlung mit Polyethylenglycol (PEG) und Calciumchlorid.
- 15-10 frische % COLI-Kolonien in 100 µl 0,1 M CaCl2 + 10 mg/ml PEG resuspendieren
- Zellen 5 min auf Eis lagern
- 5 - 10 µl Plasmid-DNA zugeben
- Zellen 5 min auf Eis lagern
- 30 sec Hitzeschock bei 42°C
- 900 µl LB/G oder SOC zugeben und 1 h bei 37°C regenerieren
- auf Selektionsmedium ausplattieren
 %LEKTROPORATION NACH % COLI
Bei der DNA-Transformation durch Elektroporation werden speziell vorbehandelte Zellen mit
der DNA-Lösung vermischt und einem definierten elektrischen Puls mit einer Feldstärke von
über 10 kV/cm ausgesetzt, wodurch es zur Aufnahme der DNA in die Zellen kommt (Dower
ET AL., 1988). Die Entladezeiten des elektrischen Pulses sollten dabei optimalerweise über 5
msec liegen, wofür die Zellsuspension möglichst ionenfrei und konzentriert sein muß.
Die Arbeiten wurden nach dem „Gene-Pulser“-Manual durchgeführt.
- kompetente Zellen (siehe 10.3) in Eis auftauen, Küvetten und DNA auf Eis stellen
- Pulsbedingungen einstellen: - Kapazität: 25 µF
- Parallelwiederstand: 400 Ω
- Spannung: 2,5 kV  (bei 0,2 cm Küvetten)
1,8 kV  (bei 0,1 cm Küvetten)
- zur Elektroporation 50-100 µl % COLI Zellen mit ca. 1/20 Volumen ionenfreie DNA in H2O
vermischen und 30-60 sec auf Eis stellen
- Suspension nach unten in eine Küvette geben
- Küvette gut abtrocknen, in Pulser stellen und Puls auslösen
- sofort 1 ml SOC-Medium zugeben und kurz durchmischen
- Zeit-Konstante kontrollieren (optimal 6-8 bei 400 Ω)
- Zellen in Eppi geben und 60 min bei 37°C regenerieren
- Zellen auf geeignetes Selektionsmedium plattieren





- % COLI Einzelkolonie in 5 ml LB/G animpfen und ü/n im Roller bei 37°C inkubieren
- Vorkultur 1:100 in LB/G-Medium überimpfen und im Luftschüttler bei ca. 150 rpm bis zu
einer o.D.580 von 0,5-0,7 anziehen
- Zellen 15 min in Eiswasser abkühlen, alle weiteren Schritte bei 0°C (Lösungen und
Rotoren gekühlt)
- 250 ml Kultur 15 min bei 6.000 rpm im JA10-Rotor pelletieren
- Überstand vollständig abziehen
- Becher 2 mal vorsichtig mit ca. 20 ml H2O-bidest spülen ohne das Pellet zu lösen
- Pellet in 5 ml H2O-bidest lösen, dann 250 ml H2O-bidest zugeben
- Zellen 15 min bei 5.000 rpm pelletieren
- Überstand sofort abgießen und Zellen im Rücklauf resuspendieren
- Suspension in zwei JA20-Becher aufteilen und jeweis 25 ml 15% Glycerin zugeben
- Zellen 15 min bei 5.000 rpm abzentrifugieren, Überstand vollständig abziehen
- Pellet in 0,5-1 ml (1,5 faches Volumen) 15% Glycerin aufnehmen
- Zellen portionsweise (ca. 100 µl) in vorgekühlte Eppis geben
- bei -80°C schockgefrieren und lagern
 %LEKTROPORATION NACH # GLUTAMICUM
(Kirchner, 1999)
- Wasserbad auf genau (!) 46 °C erwärmen
- Reagenzglas mit 4 ml BHIS-Medium mind. 5 min im Wasserbad temperieren
- kompetente Zellen auf Eis auftauen
- 0,1 – 10 µg DNA hinzufügen
- Pulsbedingungen einstellen: - Kapazität: 25 µF
- Parallelwiederstand: 200 Ω
- Spannung: 2,5 kV
- Suspension 2-3 mal auf- und abpipettieren, ganz nach unten in eine 0,2 cm Gene Pulser-
Küvette überführen und vorsichtig mit 0,8 ml eiskalten Glycerin 10 % überschichten
(schichten dürfen sich dabei nicht durchmischen)
- Küvette gut abtrocknen, in Halterung stecken und Puls auslösen
- die Zeitkonstante sollte zwischen 3,5 und 4,0 msec liegen
- nach dem Puls die Zellen mittels steriler Pasteurpipette sofort in das mit 4 ml BHIS
gefüllte, vorgewärmte Reagenzglas überführen und vermischen
- für 6 min (!) bei 46 °C im Wasserbad inkubieren
- für 50 min bei 30 °C im Schüttler (!) regenerieren
- auf BHIS oder LBG-Selektionsmedium ausplattieren




Der Hitzeschock kann bei der Elektroporation replikativer Plasmide in restriktiondefekte
Stämme (z.B. #G RES167) weggelassen werden. Die Transformationseffizienz sinkt dabei
jedoch auf ca. 20%.
 (ERSTELLUNG ELEKTROKOMPETENTER # GLUTAMICUM:ELLEN
(Kirchner ET AL., 1999)
- # GLUTAMICUM Vorkultur in 50 ml BHIS-Medium animpfen (250 ml Kolben) und ü/n bei
30°C im Luftschüttler bei 200 rpm inkubieren
- 2 x 5 ml der Borkultur in 2 x 250 ml BHIS-Medium (auf 30 °C vorgewärmt) überimpfen
(1000 ml Kolben) und bei 30 °C im Luftschüttler bei 200 rpm bis zu einer o.D.580 von 1,75
inkubieren
- alle folgende Schritte der Prozedur werden auf Eis durchgeführt
- die Kultur in 4 x 125 ml aufteilen und in 4 sterile, vorgekühlte JA14-Zentrifugenbecher
überführen
- 20 min mit 6000 rpm bei 4 °C abzentrifugieren
- Überstand restlos abziehen
- Pellet in 2 ml eiskaltem TG-Puffer resuspendieren und in sterile JA17-Zentrifugenbecher
überführen
- je 20 ml TG-Puffer zugeben und durchmischen
- 10 min mit 6000 rpm bei 4 °C abzentrifugieren
- folgende Schritte zweimal durchführen:
- Pellet in 2 ml eiskaltem TG-Puffer resuspendieren
- 20 ml TG-Puffer zugeben und durchmischen
- 10 min mit 6000 rpm bei 4 °C abzentrifugieren
- Überstand restlos abziehen
- folgende Schritte zweimal durchführen
- Pellet in 2ml eiskaltem Glycerin 10 % resuspendieren
- 20 ml Glycerin 10 % zugeben und durchmischen
- 10 min mit 6000 rpm bei 4 °C abzentrifugieren
- Überstand restlos abziehen
- Pellet in 1 ml eiskaltem Glycerin 10 % resuspendieren
- Aliquots von 150 µl in vorgekühltes Eppi überführen (ergibt ca. 40 – 50 Kompis)
- Kompetente Zellen bei –80 °C lagern





Bei dieser Methode handelt es sich um ein effektives Verfahren zur Übertragung
mobilisierbarer Plasmide von %  COLI nach coryneformen Bakterien. Da der eingesetzte
Donorstamm %  COLI S17-1 die zum Transfer benötigten Mobilisierungsfunktionen „in trans“
zur Verfügung stellt, müssen die eingesetzten Plasmide nur über eine RP4-spezifische mob-
Region verfügen. Durch die der Konjugation vorgeschalteten Hitzebehandlung der
Rezipientenstämme zur weitgehenden Inaktivierung des Restriktionssystemes kann eine
hohe Transferrate erreicht werden (Schäfer ET AL., 1994b)
Anzucht des Donorstammes:
- % COLI Einzelkolonie als Vorkultur selektiv in 10 ml LB/G-Medium animpfen und ü/n bei
37°C im Roller inkubieren
- Vorkultur 1:100 unselektiv in in 100ml LB/G umimpfen und im Luftschüttler bei 200 rpm
bis zu einer o.D.580 von 1-1,5 anziehen
Anzucht des Rezipientenstammes:
- # GLUTAMICUM Einzelkolonie von LB/G animpfen und im Luftschüttler mit 150-200 rpm bis
zu einer o.D.580 von 3-4 anziehen
- 10 ml Rezipientenkultur in Reagenzglas überführen und auf RT abkühlen lassen
- Hitzeschock für 9 min bei 48,5 °C durchführen
Konjugativer Plasmidtransfer
- je 4.108 Donorzellen und Rezipientenzellen in Eppi überführen und durch kurze
Zentrifugation pelletieren
- Rezipientenpellet in 200 µl LB/G Medium resuspendieren und mit dem Donorpellet
mischen
- Kreuzungsgemisch auf einen Nitrozellulose-Filter (0,45 µm Porengröße,∅ 2,5 cm) auf
LB-Festmedium aufbringen
- Gemisch antrocknen lassen und 20 h bei 30°C inkubieren
- Kreuzungsgemisch mit 1 ml LB/G Medium abspülen
- geeignete Verdünnungsstufe auf entsprechendes Selektionsmedium ausplattieren und 2-
3 Tage bei 30°C inkubieren





Mit Hilfe der Hybridisierung können homologe DNA- (RNA-) Sequenzen nachgewiesen
werden. Dazu wird die zu testende DNA (RNA) gelektrophoretisch aufgetrennt, denaturiert
und an einen Filter gebunden. Nach Zugabe einer markierten DNA/RNA-Hybridisierungs-
probe kommt es zu einem „annealing“ der homologen Bereiche. Dabei wird die Stringenz der
Hybridisierung durch die Hybridisierungs- und Waschtemperatur und den Salzgehalt der
Waschpuffer bestimmt. Die DNA-Markierung kann sowohl nicht-radioaktiv als auch radioaktiv
erfolgen. Durch geeignete Nachweisverfahren können anschließend die Bereiche sichtbar
gemacht werden, an denen es zu einem „annealing“ homologer DNA gekommen ist.
 $.!4RANSFER DURCH 6AKUUM"LOTTING
(nach „LKB 2016 VacuGene-Blot“ Manual)
Gegenüber dem Kapillarblot bietet diese Methode den Vorteil, daß weniger Puffer benötigt
werden und der Zeitaufwand deutlich geringer ist.
- gespaltene DNA und Marker im Gel auftrennen
- Gel mit EtBr färben und mit Lineal unter UV-Durchlicht fotografieren
- Nylonmembran (Hybond-N Nylon, 0,45 micron, Amersham) passend zur Blot-Maske
schneiden
- Vakuum-Blot nach Vorschrift aufbauen
- Gel genau und luftblasenfrei auf Maskenausschnitt legen
- Vakuum von ca. 50 mbar anlegen
- Gel nacheinander mit folgenden Puffern überschichten, diese anschließend wieder
absaugen
- ca. 5 min Blotting-Puffer A (Depurinierung)
- ca. 5 min Blotting-Puffer B (Denaturierung)
- ca. 5 min Blotting-Puffer C (Neutralisierung)
- ca. 20 min 20fach SSC (Transfer der DNA)
- Membran kurz antrocknen, mit Frappan umwickeln und DNA-Seite 5 min mit UV
belichten (crosslinking der DNA)
- Membran sofort zur Hybridisierung einsetzen oder in 3MM-Papier lagern
 .ICHTRADIOAKTIVE $.!-ARKIERUNG MIT $IGOXIGENIND540
(„DNA-labeling and Detection Kit Nonradioactive“ Manual)
Die DNA wird durch „random-primed“ Einbau von dUTP, welches über einen Spaver mit
einem Steroid-Hapten verbunden ist, markiert. Nach der Hybridisierung werden die Hybride
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unter Verwendung eines Antikörper-Konjugates (Antidigoxigenin-Alkalische-Phospotase-
Konjugat) und einer anschließenden vom Enzym katalysierten Reaktion visualisiert.
- DNA in ca. 30 µl H2O aufnehmen (bzw. Gelblöckchen in Eppi überführen)
- DNA 5-10 min in kochendem Wasser denaturieren
- sofort min. 10 min auf Eis-EtOH (-20°C) abkühlen
- 1/10 Volumen Hexanucleotidgemische zugeben
- 1/10 Volumen dNTP-Markierungsmix zugeben
- 2 µl Klenow-Polymerase (2 U/µl) zugeben, vermischen
- min. 2 h, besser ü/n bei 37 °C inkubieren
- Reaktion durch Zugabe von 1/10 Volumen 0,25 M EDTA (pH 8,0) und 1/19 Volumen 4 M
LiCl abstoppen
- 2,5-faches Volumen 98% EtOH (-20°C) zugeben
- DNA fällen, waschen, trocknen und in 50 µl H2O aufnehmen
 .ICHTRADIOAKTIVE (YBRIDISIERUNG
(„DNA-labeling and Detection Kit Nonradiactive“ Manual)
Die Hybridisierung dient dem „annealing“ der Sonden mit homologen DNA-Bereichen auf der
Nylon-Membran. Der eigentlichen Hybridisierung wird eine Vor-Hybridisierung mit einem
Casein-haltigen Puffer vorgeschaltet, wodurch freie Bindungsstellen auf dem Filter
abgesättigt und eine unspezifische Bindungen der Sonde verhindert werden.
Vorhybridisierung:
- Nylon-Membran mit DNA-Seite nach innen in Hybridisierungskolben geben
- ca. 20 ml Hybridisierungs-Lösung (68 °C) zugeben
- 1-3 h bei 68 °C rollern
Hybridisierung:
- markierte DNA in 10 ml Hybridisierungs-Lösung geben und 5 - 10 min im Wasserbad
aufkochen
- Probe min. 10 min auf Eis-EtOH (-20 °C) abkühlen
- Vorhybridisierungs-Lösung abgießen, Membran darf dabei nicht austrocknen
- Probe in Kolben geben und mind. 2 h, besser ü/n, bei 68 °C rollern
- Hybridisierungs-Probe in PE-Röhrchen geben und zur erneuten Verwendung bei –10 °C
aufbewahren
Waschung:
- Filter 2 mal für 5 min in Wasch-Lösung A bei RT rollern
- Filter 2 mal für 15 min in Wasch-Lösung B bei 68 °C rollern




(„DNA-labeling and Detection Kit Nonradioactive“ Manual)
Dieser Nachweis ist notwendig um die bei der nicht-radioaktiven Hybridisierung erhaltenen
DNA-Hybride zu visualisieren. Dazu werden sie zunächst an ein Antikörper-Konjugat
gebunden und über eine anschließende enzymatisch katalysierte Reaktion sichtbar gemacht.
Bei dieser Reaktion kann es sich enweder um eine direkte Farbreaktion mit X-Phosphat (5-
Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) und NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz) oder um Chemilumi-
neszenz mittels CSPD (3-(4-methoxyspiro [1,2-dioxetan-3,2’-(5’chloro)tricyclo[3.3.1.13,7]
decan]-4-yl) Phenylphosphat, Dinatriumsalz ) (Lichtemission bei einem Maximum von 477
nm durch den Zerfall des metastabilen Phenolations) (Bronstein ET  AL., 1991), handeln.
Vorteil bei der Chemilumineszenz sind die variablen Belichtungszeiten und die einfache
Regeneration der Filter, die so mehrmals verwendet werden können.
 !NTIK¶RPERNACHWEIS DURCH ."4  80HOSPHAT
- alle Schritte erfolgen bei RT
- Filter 1 min in Puffer 1 schüttel/rollern
- 30 min in 30 ml Puffer 2 rollern
- 30 min in Puffer 2 + 4 µl Antikörperkonjugat rollern
- 2 mal 15 min mit je 20 ml Puffer 1 rollern
- Filter 2 min in flacher Schale mit Puffer 3 äquilibrieren
- Filter mit 10 ml Färbelösung im Dunkeln färben
- erfolgte Färbe-Reaktion mit TA-Elektrophorese-Puffer abstoppen
- gefärbte Filter zwischen 3MM-Papier trocknen und aufbewahren
 !NTIK¶RPERNACHWEIS DURCH #HEMILUMINESZENZ
- Bis zur Äquilibrierung mit Puffer 3 wie bei NBT / X-Phosphat verfahren, jedoch anstelle
von Puffer 1 Waschpuffer (Puffer 1 + 0,3% Tween20) und nur 2 µl Antikörperkonjugat
statt 4 µl verwenden
- Membran 5 min in ca. 10 ml CSPD-Substrat-Lösung inkubieren
- Membran luftdicht verpacken, in Belichtungskassette legen und 5 - 15 min bei 37°C
vorinkubieren
- anschließend mit geeigneter Belichtungszeit auf Röntgenfilm exponieren
Regeneration:
- Membran kurz in flache Schale mit H2O geben
- Membran 2 mal für ca. 15 min bei 37°C in Rehybridisierungs-Lösung waschen
- kurz mit 2-fach SSC waschen
- Filter anschließend  in 2-fach SSC bis zur nächsten Hybridisierung aufbewahren





- Einzelkolonie in gewünschtem Selektiv-Medium (MM1) animpfen und ü/N bei 30°C im
Luftschüttler bei 150 rpm anziehen
- 40 Selektivmedium mit dieser Vorkultur mit einer o.D.580 von 0,1 animpfen
- Inkubation im Luftschüttler bei 30 °C und 150 rpm
- Zellen werden nach ca. 18 Std. geerntet, die o.D.580 sollte dann ca. 15-18 betragen
- Zellen werden während der gesamten folgenden Prozedur auf Eis gehalten
- Zellsuspension in 250 ml Becher (JA14-Rotor) in der Kühlzentrifuge bei 4 °C und 6000
rpm für 10 min abzentrifugieren
- Becher mit Zellpellet 1x vorsichtig mit H2O bidest. ausspülen
- Pellet in 10 ml H2O bidest. resuspendieren und in 40 ml Becher (JA17-Rotor) überführen
- für 7 min bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugieren
- Überstand quantitativ abziehen und Bakterien-Pellet in 1 ml Aufschlußpuffer
resuspendieren
- je 1,2 ml der Zellsuspension in Ribo-Tubes füllen und 2 µl DNaseI (1 mg / ml) zugeben
- vortexen und in RiboLyser-Gerät spannen
- Zellen 2 x mit einer Geschwindigkeit von 6,5 für 30 sec. aufschließen
- 5 min auf Eis abkühlen
- Zelltrümmer in Biofuge 15 min bei 15.000 rpm abzentrifugieren
- Überstand in neues Eppi überführen und erneut 20 min bei 15.000 rpm abzentrifugieren
- fertigen Proteinextrakt (klarer Überstand) in neues Eppi füllen und bei –20 °C lagern
 (ERSTELLUNG VON # GLUTAMICUM :ELLH…LLENPROTEIN%XTRAKTEN
(nach Chami, 1997)
Die Extraktion der Zellhüllenproteine erfolgt in möglichst salzfreien Puffern, damit die
Extrakte später problemlos für 2D-Gel-Elektrophorese eingesetzt werden können. Aus dem
gleichen Grund wird auch das Detergenz CHAPS verwendet, welches als Zwitterion über
eine neutrale Nettoladung verfügt.
- Zellen in geeignetem Medum (MM1) selektiv animpfen und ü/N bei 30 °C und 150 rpm im
Luftschüttler bis ca. o.D.580 von 4 anziehen (ggf. vorher Vorkultur herstellen)
- alle Schritte der folgenden Prozedur erfolgen auf Eis
- 10 ml Kultur (für 2D-Gele 250 ml) im JA17-Rotor bei 4 °C mit 6000 rpm  für 10 min
abzentrifugieren
- Pellet mit eiskalten H2O bidest. waschen
- Suspension 10 min bei 4 °C mit 6000 rpm abzentrifugieren
- Waschvorgang ein zweites Mal wiederholen
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- Überstand quantitativ entfernen
- Pelletgröße durch Auswiegen bestimmen (wichtig, da Proteinmengen in Relation zur
Zellmasse stehen soll)
- gleiche Menge eiskalten Extraktionspuffer zugeben
- vorsichtig durchmischen und 15 min auf Eis inkubieren
- Extrakt 20 min bei 15.000 rpm und 4 °C abzentrifugieren
- Überstand in neues Eppi überführen und erneut 20 min bei 15.000 rpm abzentrifugieren
- fertigen Proteinextrakt (gelblicher Überstand) in neues Eppi füllen und bei –20 °C lagern
- etwa 20 µl des Extraktes enthalten die für ein 1D-SDS-PAGE benötigte Menge
Für die 3LAYER-Analysen wurde SDS statt CHAPS im Extraktionspuffer (b) eingesetzt
(Orginal-Protokoll von Chami (1997)). Die Extraktion erfolgte für 5 min bei 100°C.
 (ERSTELLUNG EINES 0ROTEINKONZENTRATES AUS DEM +ULTUR…BERSTAND
Um die Proteine des Kulturüberstandes in ausreichenden Mengen in Proteingelen darstellen
zu können, müssen diese zunächst aufkonzentriert werden (ca. 1:60).
- Zellen in gewünschtem Medium (MM1) bis zu einer o.D.580 von ca. 4 im Luftschüttler bei
30 °C und 150 rpm anziehen
- Zellen im 250 ml Becher (JA14-Rotor) bei 4 °C mit 12.000 rpm abzentrifugieren
- Überstand in neuen 250 ml Becher überführen und erneut bei 4 °C mit 12.000 rpm
abzentrifugieren (Zellmaterial muß vollständig entfernt werden)
- Überstand portionsweise (15 ml) in Ultrafree-15-BioMax–5K Röhrchen überführen und
mit maximaler rpm (vgl. Säulenspezifikation) bei 4 °C abzentrifigieren
- Säulen regelmäßig mit Überstand nachfüllen, bis gewünschte Konzentration erreicht
(durchzentrifugierte Lösung verwerfen)
- ggf. mit Tris-Puffer waschen (10  mM. pH 6,8)
- Protein durch Auf- und Abpipettieren vom Filter lösen
- Konzentrat in Eppi überführen und bei –20 °C aufbewahren
 $IALYSE DER 0ROTEINEXTRAKTE
Damit die Zellhüllenprotein-Extrakte und die aufkonzentrierten Proteine des Kulturüber-
standes für die isolelektrische Fokussierung (IEF) von 2D-Gel-Elektrophoresen eingesetzt
werden können, müssen zunächst die Salze weitgehend aus der Lösung entfernt werden. Zu
diesem Zweck werden die Proteinlösungen 4 Tage gegen Millipore-H2O bei 4 °C dialysiert,
wobei alle 24 h das Dialysewasser gewechselt wird. Zur Dialyse wurde ein Schlauch mit
einer Ausschlußmasse von 1000 Dalton gewählt.





Der Proteingehalt in einer Lösung wurde mit Hilfe eines „Bradford Assay“ der Firma BioRad
bestimmt. Er basiert auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des blauen Säure-
farbstoffes Coomassie-Brilliantblau in Gegenwart von Proteinen im sauren Milieu von 465 nm
auf 595 nm. Der Farbstoff bindet dabei an kationische und nichtpolare hydrophobe
Seitenketten der Proteine. Es handelt sich um einen sehr empfindlichen quantitativen Färbe-
Assay mit einer Sensitivität von 1 µg Protein
Zusammensetzung eines Ansatzes:
- 200 µl BioRad-Reagenz
- 700 µl H2O bidest.
- 100 µl Protein (je nach Proteingehalt ensprechend verdünnt)
- Ansatz mischen und 5 min inkubieren
- in Küvette überführen und bei einer Wellenlänge von 595 nm o.D. gegen Leerwert (s.u.)
messen
Zusammensetzung Leerwert:
- 200 µl BioRad-Reagenz
- 700 µl H2O bidest.
- 100 µl Protein-Puffer (entsprechend verdünnt wie Protein)
Berechnung des Proteingehalts:
o.D.595nm * Stg. * Verdünnungsstufe * 10-3 = Proteingehalt mg * ml-1
Stg. = Steigung der Eichgeraden




Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen
in Abhängigkeit von ihrer Größe getrennt. Die größenabhängige Wanderung der Proteine im
elektrischen Feld wird dadurch ermöglicht, daß das im Puffer und im Polyacrylamidgel
enthaltene SDS im konstanten Verhältnis an die Proteine bindet. Dadurch erhalten die
Proteine eine gleichartige negative Ladung pro Masseneinheit (1,4 g SDS pro 1 g Protein),
wobei die Eigenladung der Proteine unerheblich wird. Zusätzlich führt das anionische
Detergenz SDS zur Auflösung von Tertiär- und Quartärstrukturen. Die länglichen negativ
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geladenen SDS-Protein-Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode. Die Auftrennung
der Proteine erfolgt dabei umgekehrt proportional dem dekadischen Logarithmus des
Molekulargewichts. Das diskontinuierliche System nach Laemmli bewirkt eine Konzen-
trierung der Proben an der Übergangsstelle zwischen Sammel- und Trenngel, wodurch gut
definierte Banden entstehen. Außerdem wird die Aggregation und Präzipitation der Proteine
während des Eintritts in die Gelmatrix verhindert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
unbekannter Proteine werden zusätzlich Eich- oder Markerproteine aufgetragen (Eich-
gerade).
Die Porengröße der Gele wird durch das Verhältnis der Konzentrationen an Acrylamid zum
Quervernetzer N-N‘-Methylencisacrylamid bestimmt. Um kleine Proteine aufzutrennen,
werden Gele mit einem hohen Acrylamidanteil benutzt.
 (ERSTELLUNG DISKUNTINUIERLICHER 3$30OLYACRYLAMIDGELE
- Glasplatten, Aluminiumplatten, Spacer, Probenkämme und Gießkammer gründlich mit
H2O dest. und EtOH säubern
- Gelgießstand mit gewünschter Anzahl Platten zusammenbauen, senkrecht aufstellen
- Trenngel der gewünschten Konzentration (Tab.III.5) frisch ansetzten (Anzahl Gele
beachten) und in Gießstand bis ca. 1 cm unter oberen Rand der Aluminiumplatte füllen
- sofort mit wassergesättigtem Butanol überschichten (für glatte Oberfläche)
- mindestens 30 min auspolymerisieren lassen, dann Butanol abgießen
- Sammelgel-Lösung frisch ansetzten (Tab.III.6) und auf das Trenngel geben
- Probenkämme sofort einsetzten
- mindestens 30 min auspolymerisieren lassen
- das Gel kann sofort verwendet werden oder ca. 14 Tage bei 4°C (in luftdichter
Verpackung) gelagert werden
Trennbereich (in kDa) 30 – 120 18 – 75 15 – 60 15 – 45
Acrylamidkonz. 7,5 % 10 % 12,5 % 15 %
Acryl.-Stamm (in ml) 2 2,7 3,35 4
1,88 M Tris/HCl (pH 8,8) (in ml) 1,6 1,6 1,6 1,6
0,5 % SDS (in ml) 1,6 1,6 1,6 1,6
H2O dest. (in ml) 2,8 2,1 1,45 0,8
TEMED (in µl) 6,7 6,7 6,7 6,7
APS (in µl) 40 40 40 40
4AB))) Zusammensetzung für Trenngel diskontinuierliche SDS-PAGE (8 ml / Gel)
Acryl.-Stamm = 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid-Stammlösung
APS = 10 % Ammonium Persulfat in H2O (frisch ansetzten)




Acryl.-Stamm (in ml) 0,33
0,625 Tris/HCl (pH 6,8) (in ml) 0,4
0,5 % SDS (in ml) 0,4
H2O dest. (in ml) 0,87
TEMED (in µl) 2
APS (in µl) 10
4AB ))) Zusammensetzung Sammelgel  (2ml / Gel)
 0ROBENVORBEREITUNG UND %LEKTROPHORESELAUF
- Proben je nach Proteingehalt verdünnen und 5:1 mit PBJR-Probenpuffer (5x) mischen
- Proben 5 min aufkochen, anschließend auf Eis stellen
- Gel mittels Klammern in Apperatur einspannen
- SDS-Laufpuffer in oberen und unteren Tank der Gelkammer füllen
- Probenkamm ziehen
- Probe auftragen (bei Zellhüllenextrakt 20 µl, bei Gesamptrotein ca. 8 µg)
- Lauf mit zunächst 100 V starten, bis Bromphenolblau-Bande sich gesammelt hat
- Spannung auf 200 V erhöhen, bis Bromphenolblau-Bande aus dem Gel läuft
- Platten aus Gelkammer entfernen und mit Hilfe der Spacer vorsichtig öffnen
- Gel färben oder zum Immunoblotting einsetzen
 $’EL%LEKTROPHORESE
(nach Klose, 1975; O’Farrel, 1975)
Für die Analyse komplexer Proteingemische wird die zweidimensionale Gelelektrophorese
verwendet. Unter denaturierenden Bedingungen durch Harnstoff und β-Mercaptoethanol
können mit dieser Methode mehrere hundert Proteine in Form von sogenannten 3POTS
aufgetrennt werden. Die Proteine werden dabei nach zwei unterschiedlichen Parametern
separiert. In der ersten Dimension erfolgt eine isoelektrische Fokussierung. Dabei werden
die Proteine in einem auf Folie polymerisierten IPG-Streifen mit immobilisiertem pH-
Gradienten entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt (pI) sortiert, indem bei niedriger
Leitfähigkeit hohe Feldstärken erzeugt werden. In der zweiten Dimension erfolgt eine
Auftrennung ent-sprechend der elektrophoretischen Beweglichkeit der Proteine in einem
SDS-Polyacrylamid-Gradientengel.




Bevor die Proteinextrakte für die 2D-Gelelektrophorese eingesetzt werden können, müssen
sie erst mit Aceton gefällt werden. Auf diese Weise werden die Proteine nochmals
aufgereinigt, ggf. aufkonzentriert und in den für die IEF (Isoelektrische Fokussierung)
notwendige Puffer umgepuffert.
- Proteine 1:4 (besser 1:9) mit eiskaltem Aceton fällen
- ü / N bei –20 °C lagern
- ca. 1 h in Kühlzentrifuge (0 °C) bei 15.000 rpm abzentrifugieren
- Überstand vollständig abziehen
- Proteinpellet lufttrocknen (Aceton muß restlos verdampfen)
- Protein in 400 µl Rehydrationpuffer aufnehmen
- ggf. erneute Proteinbestimmung
 ’ELLAUF
Isolelektrische Fokussierung:
- gewünschte Menge Protein in 350 µl Rehydrationpuffer (max. 250 µg Gesamtmenge
Protein) bringen
- Strip-Holder (18 cm) mit Detergenz, anschließend mit H2O bidest. reinigen, gut trocknen
lassen
- Rhydration-Puffer gleichmäßig in Strip-Holder verteilen
- IPG-Strip auflegen
- Schutzfilm entfernen
- IPG-Strip „upside down“ auf Lösung in Strip-Holder legen
- Orientierungsmarkierungen beachten
- Strip muß komplett mit der Lösung in Kontakt stehen
- Luftblasen vermeiden
- IPG-Strip komplett mit IPG-Cover-Fluid bedecken (1 ml Gesamtvolumen)
- Stripholder mit verschließen und auf IPG-Phor legen (Orientierung beachten)
- IEF starten (IEF-Programm)
Rehydrierung : 1 h 0 V
12 h 30 V
2 h 60 V
Fokussierung : 1 h 500 V
1 h 1000 V
10 h 8000 V
- fertige Stripes können bei -80°C eingefroren werden




- fokussierte IPG-Strips „upside-up“ in Reagenzglas oder Equilibrierungskammer legen
- 10 ml Equilibration-Puffer 1 zugeben
- 15 min auf Schütteltisch schütteln
- Equilibration-Puffer 1 abgießen und 10 ml Equilibration-Puffer 2 zugeben
- 15 min auf Schütteltisch schütteln
- Equilibrierte IPG-Stripes ca. 10 min hochkant auf Whatman-Papier legen (zum Entfernen
von Equilibration-Puffer 2)
SDS-Polyacrylamid-Gradientengel:
- MultiphorII mind. 30 min auf 15 °C vortemperieren
- 2,5 – 3 ml Petroleumbenzin auf Kühlplatte pipettieren
- ExcelGel entnehmen und Schutzfilm entfernen
- Gel auf Kühlplatte legen (Elektrophoreserichtung beachten)
- Luftblasen und Petroleumbenzin auf Geloberseite vermeiden
-  „anodic buffer stripe“ auflegen
- Schutzfolie entfernen
- mit weicher Seite auf (+)-Kante des ExcelGels legen
- Luftblasen vermeiden
-  „cathodic buffer stripe“ auflegen
- Schutzfolie entfernen
- mit weicher Seite auf (-)-Kante des ExcelGels legen
- Luftblasen vermeiden
- Equilibrierten IPG-Stripe „upside down“ 2-3 mm parallen zum „cathodic buffer strip“ legen
(Kontakt zwischen beiden auf ganzer länge)
- neben IPG-Strip „application-piece“ auf Excelgel auflegen: 15-20 µl Proteinmarker
auftragen
- Elektroden vorsichtig auf „Buffer-Stripe“-auflegen
- Gellauf starten:
- 35 min: 1000 V  /  20 mA  /  30 W
- IPG-Strip und „application-piece“ entfernen
- „cathodic-buffer-strip“ und Elektrode an diese Stelle setzen
- 2:40 h: 1000 V  /  40 mA  /  40 W
- Gel abnehmen, 45 min fixieren, 90 min färben (Coomassie), dann entfärben
 0ROTEINF⁄RBUNG IM ’EL
Im SDS-Gel aufgetrennte Proteine können durch Coomassie Blue gefärbt und somit sichtbar
gemacht werden. Es sind zwei Farbtypen erhältlich, Coomassie Brilliant Blue R250 und
Coomassie Brilliant Blue G250, wobei letzteres insbesondere kleine Proteine und Peptide
anfärbt. In einem Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine werden durch eine Ethanol/Eis-
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essig-Fixierlösung präzipitiert, bevor sie mit einer Coomassie Blue R250/G250-Lösung
gefärbt werden. Da sich das komplette Gel blau anfärbt, muß ein Entfärbeschritt
durchgeführt werden, bevor das Gel digitalisiert werden kann.
- Gel in Fixierlösung geben
- 5 min schütteln
- Lösung abgießen
- Zugabe der Coomassie –Färbelösung
- Gel 60 min unter Schütteln färben
- Lösung durch Schnell-Entfärber ersetzen
- ca. 5 min entfärben
- Entfärber abgießen
- Schnellentfärbevorgang wiederholen
- Langsam-Entfärber zugeben und mehrfach wechseln, bis nur noch die angefärbten
Proteinbanden zu sehen sind
 )MMUNOBLOTTING 7ESTEN"LOT	
(Khyse-Andersen, 1984)
Mittles Immunoblotting (Western-Blot) können bestimmte Proteine aus größeren bis
komplexen Proteingemischen äußerst effizient nachgewiesen werden. Dabei werden die
Proteingemische zunächst mittels analytischer SDS-DISK-PAGE oder 2D-PAGE aufgetrennt
und dann in einem nachfolgenden Arbeitsschritt mit einer „Semi-Dry-Blotting“-Methode auf
eine Membran transferiert. Die immobilisierten Proteine sind anschließend einer Antigen/
Antikörper-Reaktion zugänglich und können so spezifisch nachgewiesen werden.
 3EMI$RY0ROTEINBLOT
Bei dem Semi-Dry-Elektroblot wird das SDS-Gel und die PVDF- oder Nitrocellulose-
Membran zwischen mit Transferpuffer getränkte Filterpapierbögen gelegt. Dieses
„Blotsandwich“ wird zwischen die horizontalen Graphitplatten einer Blotapperatur gelegt.
Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes (konstanter Strom von 0,8-2 mA / cm2) werden
die Proteine aus dem Gel auf die Membran transferiert.
- Proteingel fahren
- Gel nicht färben oder fixieren
- nach dem Lauf Sammelgel abtrennen und Orientierung/Laufrichtung markieren
- Gel 15 min in Towbin-Transferpuffer waschen
- in einer anderen Schale 6 Blatt Whattman-Papier und die PVDF- bzw.
Nitrocellulosemembran (je 8 x 8 cm) in Towbin-Transferpuffer tränken
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- auf der untere Graphitplatte (Anode) der Blottingapperatur (TransBlotSemi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell) folgenden „Sandwich“ aufbauen:
- 3 Blatt Whattmannpapier (getränkt)
- PVDF- oder Nitrocellulose-Membran
- Proteingel (auf Orientierung achten)
- 3 Blatt Whattmannpapier (getränkt)
- eventuelle Luftblasen sorgfältig aus Sandwich entfernen (mit Greiner-Röhrchen
herausrollern)
- obere Graphitplatte (Kathode) auflegen, Deckel schließen
- 1 h bei 15 V transferieren (ca. 0,8 mA / cm2) transferieren (2D-Gele 2 h bei 15 V)
- Transfer kann mittels Ponceau-Färbung kontrolliert werden
 0ONCEAU&⁄RBUNG
- 30 ml PBS (1x) in ein Schale geben
- 2 ml Ponceau S zugeben
- Membran in der Lösung färben, bis Banden erkennbar sind
- ggf. einscannen (zwischen zwei Folien)
- anschließend durch waschen mit PBS (1x) entfärben
 )MMUNOLOGISCHE $ETEKTION GEBLOTTETER 0ROTEINE
Spezifische Proteine werden auf der Nitrocellulose-Membran durch ein indirektes
immunologisches Verfahren nachgewiesen. Zunächst bindet der unmarkierte Primäranti-
körper an das gesuchte Antigen. Dieser Antigen-Antikörper-Komplex wird in einem zweiten
Schritt von einem Sekundärantikörper detektiert, der den Primärantikörper der verwendeten
Spezies erkennt (z.B. Kaninchen IgG). An den Sekundärantikörper ist ein Meerettich-
Peroxidase-Komplex gekoppelt, welcher Diaminobenzidin umsetzt und so in einer Farb-
reaktion das gesuchte Protein visualisiert.
- Membran 1 h in 5 % (w/v) Magermilchpuffer in PBS (1x) inkubieren (blockieren
unspezifischer Proteinbindungstellen auf der Membran)
- 1 h mit Primärantikörper (geeignete Verdünnung in PBS (1x) mit 0,25 % (w/v)
Magermilchpulver) bei RT inkubieren (oder ü/n bei 4 °C)
- 2 x 15 min in PBS (1x) waschen
- 1 h in mit Sekundärantikörper (1:1000 in TBS (1x)) bei RT inkubieren
- 3 x 15 min mit TBS (1x) waschen
- Membran in geeignete Menge Entwicklerlösung (bei Minigel ca. 20 ml) legen, bis die
Banden deutlich sichtbar sind
- zum Abstoppen der Reaktion Membran in Stopplösung überführen
- Membran zwischen Filterpapier trocknen und gegebenenfalls einscannen
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 4RYPTISCHER  )N ’EL  6ERDAU
Der tryptische „In Gel“ Verdau dient der Erstellung der definierten Peptidfragmente, mit
denen der FINGERPRINT zur massenspektrometrischen Identifikation des Proteins erstellt wird.
Bei jedem tryptischen Verdau sollte eine Positivkontrolle (Probe mit bekanntem Protein) und
eine Leerwertkontrolle (Gelstreifen ohne Protein) mit bearbeitet werden. Mit der
Leerwertkontrolle können später die Hintergrundsignale aus dem Massespektrum eleminiert
werden.
- ausreichende Menge 1,5ml Eppis mit je 500µl 0,1% Triflour-Essigsäure (TFA) / 60%
CH3CN waschen
- Gelbande (Coomassiegefärbt) ausschneiden, in gewaschenes Eppi überführen und in
kleine Stückchen schneiden
- Zugabe von 250 µl T-Wasch A
- 5 min bei RT auf Schütteltisch waschen
- Waschlösung entfernen
- Zugabe von 250 µl T-Wasch B
- 30 min Schütteltisch bei RT
- Waschlösung entfernen
- Zugabe von 250 µl T-Wasch C
- 30 min Schütteltisch bei RT
- Waschlösung entfernen
- Proben in der Speedvac bei RT komplett trocknen
- Zugabe von 0,1 µg (pro 15 mm3 Gel) modifiziertem Trypsin (Promega) in 15 µl 10 mM
NH4HCO3
- 5-10 min bei RT (Aufnahme der Enzym / Puffer-Lösung in das Gel)
- Zugabe von 20 µl 10 mM NH4HCO3 ohne Enzym
- Inkubation bei 37 °C für 24 h
- Aufbewahrung der Proben bei 4 °C
- durch anschließende Ultraschallbehandlung (20 min in Eiswasser) kann die
Peptidkonzentration im Überstand erhöht werden




Die Massen der Proteinfragmente des tryptischen Verdaus werden mit Hilfe des MALDI-
TOF-MS von Bruker ermittelt.
Damit durch Massenspektrometrie große Moleküle wie Proteine oder Peptide identifiziert
werden können, müssen diese zunächst in eine Matrix aus kleinen organischen Molekülen
eingebettet werden (Karas and Hillenkamp, 1988). Die Matrix sollte dabei mit einem 1.000-
10.000 fachen molaren Überschuss verwendet werden. Mit einem gepulsten Laser
(Stickstoff) werden die Peptide zunächst aus der Matrix heraus ionisiert (MALDI = Matrix
Assistierte Laser Desorption Ionisation). Anschließend werden die Ionen in einem elektri-
schen Feld mit sehr hoher Spannung (einige kV) beschleunigt, woraufhin sie durch den
Flugzeitanalysator fliegen (TOF = Time Of Flight). Kleinere Peptide werden dabei auf eine
höhere Geschwindigkeit beschleunigt als größere, d.h. sie durchqueren den Flugzeitanaly-
sator schneller und treffen eher auf den Detektor. Aus der Flugdauer kann nach (automati-
schem) Abgleich mit einem Standard das Molekülgewicht der Peptide ermittelt werden. Die
Gesamtheit der tryptischen Fragmente eines Proteins ergeben dann den MS-FINGERPRINT, mit
dem das Protein in geeigneten Datenbanken identifiziert werden kann.
 0ROBENVORBEREITUNG F…R -!,$)!NALYSE
Zu Analyse von Peptiden verwendet man α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure, welche bei einer
Wellenlänge von 337 nm/355 nm absorbiert. Durch die Einbettung erhöht sich die Intensität
der Analytmoleküle, während störende Fragment-Ionen praktisch nicht mehr auftreten.
- Herstellung einer gesättigten α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure-Lösung in 60% CH3CH/0,1%
TFA (in H2O) (immer frisch ansetzten)
- Matrix 1:1 (v/v) mit Probe mischen
- 1 µl vom Gemisch auf Probenteller (26 Positionen) auftragen und sofort mit dem Fön
trocknen
- nochmals 1 – 2 x 1µl auftragen
 %RSTELLUNG DES 0EPTID-ASSESPEKTRUMS
Zum Erstellen der Massespektren wird das Target automatisch in die Hochvakuum-
Ionisationskammer des MALDI-Gerätes eingefahren. Nachdem sämtlich Parameter im
Analyseprogramm „XACQ“ eingestellt worden sind (vgl. Tab.III.7), muß das Gerät mit einem
geeigneten Standard aus mindestens drei Peptiden bekannter Größe geeicht werden. Diese
Eichung sollte ca. alle 15 Proben wiederholt werden, bei Verwendung des Deflector-Modus
häufiger (alle 5 Proben). Neu geeicht werden muß auf jeden Fall nach jeder Änderung der
Meßparameter und nach Einführung eines neuen 4ARGETS.
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Jede Messung sollte mit einer Laser-Blendeneinstellung von ca. 60 (= niedrige Laserenergie)
beginnen. Sollten keine befriedigenden Spektren zu erkennen sein, sollte die Blende
verringert werden (mehr Energie), bis entsprechend gute Spektren erzeugt werden können.
Nachdem die Spektren mit ungefähr 100 Einzelpulsen erzeugt worden sind, können diese
mit dem Programm „XMASS“ bearbeitet werden. Mit diesem Programm werden die für die
Auswertung mit „MASCOT“ notwendige Listen der 0EAKS erstellt.
Parameter:
Parameter Einstellung Parameter Einstellung
POLARI POS REPHZ 3.00 [Hz]
AQOP_m Reflector ATTEN ca. 50.0 – 60.0
TD 60000 ML1 726803.238
NoShots ca. 100 (je 20/Serie) ML2 357.804
SMONUM 0 ML3 0
SMOPTS1 0 HITURBO no
SMOPTS2 0 GDEON yes
SMOPTS3 0 GDEDLY medium
DW 1.00 [ns] DEFLON yes
Delay 20000 [ns] RLNSBND no
Uis1 19.00 [kV] LLNSBND no
Uis2 14.40 [kV] UIS2BND no
Urefl 20.00 [kV] DPCAL1 342.75
Ulens 7.00 [kV] DPMASS 50.00 [Da]
Uhimass 10.00 [kV] RBNDVAL 0.33
RefFull 20.00 [kV] LBNDVAL 0.28
UdetL 1.45 [kV] IS2BNDV 0.91
UdetR 1.70 [kV] CMT1
Udefl 2.00 [kV] CMT2
4AB))) Tabelle der MALDI-TOF-MS Parameter für die Analyse von Peptiden
 !USWERTUNG DER -ASSESPEKTREN MIT  -!3#/4
Die Auswertung der Massespektren erfolgt computergestützt mit dem Programm „MASCOT“.
Dabei werden die ermittelten Massen der tryptischen Peptidfragmente des zu
anaylsierenden Proteins mit den theoretisch errechneten Fragmenten von Proteinen aus
verschiedenen Datenbanken (#  GLUTAMICUM-Genomprojekt oder dem z.B. öffentlich
zugänglichen TREMBL). Aus dem Grad der Übereinstimmung der tatsächlichen mit den
theoretischen Fragmenten wird die Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit der das Analytprotein
identifiziert wurde. Als signifikant gilt ein Suchergebnis, wenn die Wahrscheinlichkeit, daß es
sich um eine zufällige Übereinstimmung handelt, kleiner als 0,05 ist.
Zur Analyse werden der # GLUTAMICUM Proteine werden folgende Parameter verwendet:
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- TYPE OF DIGEST : Trypsin
- MISSED CLEAVAGES : 0 – 1
- VARIABLE MODIFICATIONS : Oxidation (M)




- Anzucht der Zellen ü/N in MM1
- Zellen abzentrifugieren
- Pellet 2x in H2O-bidest. waschen
- Zellen in geeigneter Menge CHCl3/CH3OH (1:1 (v/v)) aufnehmen
- 16h bei RT rühren
- abzentrifugieren (Phasentrennung)
- extrahierbare Lipide (und Mycolsäuren) befinden sich in organischer Phase
 !UFTRENNUNG DER ,IPIDE DURCH $…NNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE 4,#	
- Probenvolumen unter Stickstoff auf geeignetes Volumen eindampfen
- geeignete Probenmenge auf HPTLC-Platten (Kieselgel) aufbringen
- Platte in Laufmittel CHCl3/CH3OH/H2O (30:8:1 (v/v/v) stellen
- Lauf abbrechen, sobald die Laufmittelfront kurz vor dem Plattenende ist
 .ACHWEIS VON $OPPELBINDUNGEN DURCH *OD
Beim Nachweis durch Jod werden ungesättigte Doppelbindungen angefärbt und die
Substanzen so auf der TLC-Platte sichtbar gemacht. Verbindungen, die keine Doppelbin-
dungen enthalten, können mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Da Mycolsäuren
aus # GLUTAMICUM aus einem homogenen Gemisch ungesättigter Ketten bestehen, ist die
Methode u.a. zum Nachweis extrahierbarer Mycolsäuren geeignet.
- DC-Platte abdampfen lassen (Laufmittel)
- kleine Menge Jod großes Becherglas geben und mit Deckel schließen
- Behältnis leicht erhitzen (bis Joddampf zu sehen ist)
- Platte in Behälter stellen, bis Anfärbung in gewünschter Intensität erreicht ist
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- TLC-Platte herausnehmen, etwas warten bis sich die Hintergrundfärbung reduziert hat
- Platte schnell dokumentieren, da Reaktion reversibel
- Färbereaktion kann beliebig oft wiederholt werden
  !NTHRON.ACHWEIS DER ’LYCOLOPIDE
Mit Hilfe des Anthron-Nachweises lassen sich die in die Dünnschichtchromatographie
aufgetrennten Glycoproteine anfärben. Auf diese Weise ist es ebenfalls möglich, u.a. die
Trehalosemycolate zu visualisieren und Informationen über weitere in der DC aufgetrennte
Substanzen zu sammeln.
- DC-Platte nach Lauf abdampfen lassen (Laufmittel)
- Platte mit 0,2% Anthron in konzentrierter H2SO4 besprühen (! Abzug !)
- Erhitzen auf 110 °C, bis Veraschung vollständig
- Glycolipide bleiben als schwarze Flecken auf Glasplatte zurück
  0HOSPHOLIPIDNACHWEIS MIT -OLYBD⁄NBLAU
(Dittmer & Laster, 1964)
Phospholipide werden durch Besprühen mit Molybdänblaureagenz nachgewiesen. Während
des Besprühens bei Zimmertemperatur erscheinen die Phosphatide blau auf weißem Grund.
- DC-Platte nach Lauf abdampfen lassen (Laufmittel)
- dünn mit Molybdänblaureagenz besprühen (! Abszug !)
- wenn die Banden ausreichend gefärbt sind: DC dokumentieren
 ,IPIDNACHWEIS MIT -OLYBD⁄NBLAU
Als weitereführendes Experiment des Phospholipidnachweises mit Molybdänblau lassen sich
mit dieser Methode auch Lipide nachweisen.
- DC-Platte mit Moybdänblau besprühen
- Platte bei 100°C erhitzen
- blaue Farbe verschwindet
- Lipide werden stark verkohlt, blaue Farbe verschwindet





Der Rf-Wert gibt bei der Dünnschichtchromatograpie die Wanderungsweite der Substanzen
an.  Mit Hilfe Rf-Wertdes können unterschiedliche DC’s mitteinander verglichen werden, da
der Quotient aus dem Abstand des Bandenmittelpunktes und der Laufmittelfront eine von der
Laufzeit und damit der Auftrennungsweite unabhängige Größe widerspiegelt. Dabei wird Rf
wie folgt berechnet:
Entfernung des Bandenmittelpunktes vom Startpunkt
Rf = ------------------------------------------------------------
Entfernung der Fließmittelfront vom Start





Am Anfang der Untersuchungen stand zum einen die Identifizierung des Gens CSPB im
Stamm #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032, welches bereits aus #  GLUTAMICUM
ATCC17965 („# MELASSECOLA“) bekannt war und für das 3LAYER-Protein PS2 kodiert (Peyret
ET  AL., 1993). Für den Nachweis des Gens bzw. des Proteins wurden unterschiedliche
Methoden angewandt.
 (OMOLOGE (YBRIDISIERUNG MIT CSP"
Um festzustellen, ob das Gen CSPB  auch in #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM  ATCC13032
lokalisiert ist, wurden homologe Hybridisierungsexperimente mit dem markierten Gen aus #
GLUTAMICUM ATCC17965 durchgeführt.
Dabei wurde gegen folgende Filter hybridisiert:
PFGE-Filter (3WAI-, 0ACI-, und 0MEI-gespaltene Gesamt-DNA, Diplomarbeit
S. Brand, 1998)
Cosmidfilter (1800 Cosmidklone, die das Gesamtgenom ca. 20fach abdecken,
Diplomarbeit O. Brockmann-Gretza, 1998)
Bei keiner der Hybridisierungen konnte ein positives Signal detektiert werden. Auch ein
Absenken der Temperatur auf 50 °C, um heterologe Hybridisierung zu ermöglichen, ergab
keinen Hinweis auf die Existenz von CSPB in # GLUTAMICUM ATCC13032.
 0#2%XPERIMENTE MIT CSP" SPEZIFISCHEN 0RIMERN
Als weitere Möglichkeit zur Identifikation des Gens CSPB auf dem Chromosom von #
GLUTAMICUM ATCC13032 wurden PCR-Experimente durchgeführt (Abb. IV.1). Zu diesem
Zweck wurden Primer generiert, die an verschiedenen internen bzw. den direkt angren-
zenden DNA-Bereichen des CSPB-Gens binden können (CSP2_1-CSP2_6; vgl. Material und
Methoden: Tab.III.3). Mit keiner der 9 möglichen 0RIMER-Kombinationen konnte eine
Amplifikat erzeugt werden, obwohl die Temperatur u.a. weit unter den normalen !NNEALING-
Vorgaben lag. Als Positiv-Kontrolle diente der Stamm # GLUTAMICUM ATCC17965, bei dem
mit den eingesetzten Primern ein entsprechendes Amplifikat erzeugt werden konnte.




Seitdem das #  GLUTAMICUM ATCC13032-Genom am Lehrstuhl für Genetik der Universität
Bielefeld Ende 1999 zu 85 % sequenziert worden ist, war eine Datenbanksuche nach CSPB
bzw. CSPB-homologen Genen auf Sequenzebene möglich. Die mit dem Programm „MAGPIE“
durchgeführte automatische Annotation (BLAST), bei der insgesamt 8902  ORF S (eine spätere
Annotation durch „Pedant Pro“ der Firma BIOMAX reduzierte die Anzahl auf 3287) erfaßt
wurden, konnte jedoch keine ORF S identifizieren, die Ähnlichkeit zu CSPB aus # GLUTAMICUM
ATCC17965 oder Genen von 3LAYER-Proteinen anderer Bakterien-Stämme aufweisen.
Spätere Untersuchungen an der vollständigen # GLUTAMICUM ATCC13032 Genomsequenz,
welche von der Firma Kiowa Hakko veröffentlicht wurde (Nakagawa ET AL., 2001), konnten
diese Ergebnisse bestätigen.
 )DENTIFIKATION VON 03 IM :ELLH…LLENPROTEINEXTRAKT
Da auch nach den vorangegangenen Analysen die Möglichkeit bestand, daß # GLUTAMICUM
ATCC13032 ein 3LAYER Protein mit einer bisher nicht in Datenbanken erfaßten Sequenz
trägt, wurde untersucht, ob auf der Zellhülle ein Protein in ähnlich großer Menge vorkommt
wie PS2 in #  GLUTAMICUM ATCC17965. Zu diesem Zweck wurden die durch Detergenz-
behandlung (Extraktion der gewaschenen Zellen mit 4% SDS bei 100 °C für 5 min (Chami,
1997)) erstellten Zellhüllenproteinextrakte beider Stämme miteinander verglichen. Die
Kulturen wurden zuvor, entsprechend der Literaturvorgaben, in Flüssig-Vollmedium (LBG bis
ca. o.D.580 = 5) angezogen (Koval & Murray, 1986; Sleytr, 1978). Es zeigte sich im 10%igen
!BB)6: Schematische Darstellung der Primer-Positionen auf dem # GLUTAMICUM ATCC17965 CSPB-Gen. P1-
P6 = Primer cspB_1 – cspB_6 (Tab.III.3).
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SDS-PAGE, daß beim  Zellhüllenproteinextrakt von # GLUTAMICUM ATCC13032 keine Bande
bei 63 kD (apparentes Molekulargewicht von PS2) zu erkennen war (Abb.VI.2). Außerdem ist
im Bereich der tatsächlichen PS2-Proteinmasse von ca. 52,5 kD keine prominente Bande im
Gel detektierbar. Insgesamt konnte kein Protein identifiziert werden, das in PS2-
entsprechender Menge vorkommt und somit in der Lage wäre, eine die Zelle umgebende 3
LAYER-Schicht auszubilden. Ein Hinweis auf die Existenz von PS2 war dieser Analyse also
nicht zu entnehmen.
  CSP"03 IN # GLUTAMICUM !4##
Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigten, daß es in dem Stamm #
GLUTAMICUM ATCC13032, anders als in # GLUTAMICUM ATCC17965 („# MELASSECOLA ), kein
CSPB/PS2 und damit auch kein die Zellhülle umgebenden 3LAYER gibt. So konnte auf
experimenteller Ebene und auf Basis des Genomprojektes weder CSPB, noch ein ähnliches
Gen identifiziert werden. Zusätzliche Analysen der Zellhüllenproteine konnten die Existenz
eines Proteins, bei dem es sich um einen 3LAYER Protein handeln könnte, nahezu aus-
schließen.
!BB6): 10%-SDS-PAGE extrahierter #  GLUTAMICUM
Zellhüllenproteine. Die von #G. ATCC17965 aufgetra-
genen Extrakte sind entsprechend der Beschriftung
verdünnt. Der Pfeil markiert die PS2-Bande (RES167 =
restriktionsdefekter # GLUTAMICUM ATCC13032 Wildtyp.





Analysen der extrahierbaren Zellhüllenproteine anderer #  GLUTAMICUM Stämme sollten
klären, ob nur #  GLUTAMICUM ATCC13032 nicht über einen 3LAYER verfügt bzw. #
GLUTAMICUM ATCC17965 als einziger # GLUTAMICUM-Stamm einen 3LAYER trägt. Zu diesem
Zweck wurden die Bakterien 28 weiterer # GLUTAMICUM-Stämme (Tab. IV.1) in Flüssig-
Vollmedium angezogen (LBG bis ca. o.D.580 = 5), die jeweiligen Zellhüllen-Proteinextrakte
erstellt (4 %ige SDS Behandlung bei 100°C für 5 min) und in einem 10%-SDS-Polyacryl-
amidgel aufgetrennt (Abb. IV.3). Dabei wurde immer dieselbe Menge Extrakt/Zellpellet
eingesetzt (v/v), damit die Mengen extrahierbarer Proteine direkt miteinander vergleichbar
waren. Es zeigte sich, daß die Extrakte von 12 (+ evtl. 2) Stämmen (entspricht ca. 43 % (evtl.
50 %)) im Gel eine Proteinbande mit PS1-entsprechender Menge aufwiesen, diese Stämme
verfügen demnach vermutlich ebenfalls über einen 3LAYER. Damit ist #  GLUTAMICUM
ATCC13032 kein Einzelfall, da ca. die Hälfte aller untersuchten #  GLUTAMICUM   Stämme
ebenfalls über keine 3LAYER-Schicht verfügt.
Stamm 3LAYER Stamm 3LAYER
ATCC 13058 - ATCC 17966 -
ATCC 13744 + ATCC 19223 -
ATCC 13745 - ATCC 19240 -
ATCC 14017 - ATCC 21341 -
ATCC 14020 - ATCC 21645 +
ATCC 14067 + ATCC 31808 +/-
ATCC 14068 - ATCC 31830 +
ATCC 14747 + ATCC 31832 +
ATCC 14751 + DM 447 -
ATCC 14752 - DSM 20137 -
ATCC 14915 +/- DSM 20598 -
ATCC 15243 + DSM 46307 -
ATCC 15354 + 22220 +
ATCC 17965 + 22243 +
4AB )6: Liste der # GLUTAMICUM-Stämme, die auf eine mögliche Existenz von 3LAYER-Proteinen
untersucht wurden. + = 3LAYER tragend; - = kein 3LAYER; +/- = eindeutige Aussage nicht möglich
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!BB)6 SDS-PAGE (10%) mit durch Behandlung mit 4% SDS bei 100°C extrahierten
Zellhüllenproteinextrakten verschiedener # GLUTAMICUM-Stämme.
Der rote Pfeil deutet auf ein Protein in 3LAYER ausreichender Menge hin, der grüne Pfeil
auf ein in möglicher Weise ausreichender Menge.
# GLUTAMICUM ATCC17965 stellt die 3LAYER tragende Positivkontrolle dar.
M = Proteinmassen-Standard (201; 130; 94; 48,6; 36,4; 29,8; 20,6 kD)
M12 = Mark12 (116,3; 97,2; 66,3; 55,4; 36,5; 31,0 kD)




Ein weiterer Ansatz dieser Arbeit war die Identifizierung und Analyse von CSP1 in #
GLUTAMICUM ATCC13032, welches ebenfalls aus #  GLUTAMICUM ATCC17965 („C
melassecola“) bekannt war (Joliff ET  AL., 1992). Das Gen kodiert dort für das Protein PS1,
welches als Mycolyltransferase Mycolylreste von einem Trehalsoemonocorynemycolat
(TMCM) auf ein weiteres Molekül TMCM überträgt und so Trehalosedicorynemycolat
(TDCM) synthetisiert.
  (OMOLOGE (YBRIDISIERUNG VON CSP
Zur Identifizierung von CSP1 auf dem Chromosom von #  GLUTAMICUM ATCC13032 wurde,
analog zu CSPB, mit einer markierten Probe des Gens aus #  GLUTAMICUM ATCC17965
gegen PFGE- und Cosmidfilter hybridisiert (Brand, 1998). Dabei konnte das Gen auf dem
Chromosom eindeutig identifiziert und dem 3WAI-Fragment Nr. 2 der physikalischen
Makrorestriktionskarte und dem Cosmid 5b22 der minimalen Cosmidkarte zugeordnet
werden (Daten nicht gezeigt). Die Einordnung in die später erstellte Contigkarte (Tauch,
2000) erfolgte im Contig C2 (Abb. IV.4).
 3UCHE NACH CSP IM # GLUTAMICUM !4##
’ENOMPROJEKT
Im Rahmen des #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 Genomprojektes konnte der ORF
5b22_63 der MAGPIE-Annotation als CSP1-Gen identifiziert werden. Dabei weist das Gen
eine 99%-ige Identität zu CSP1 aus #  GLUTAMICUM ATCC17965 (#  MELASSECOLA) auf. So
konnten beim translatierten Protein lediglich neun Aminosäureaustausche festgestellt
werden (Anhang, Abb.VII.1), 3 davon zu ähnlichen Aminosäuren. Neben CSP1 konnten im
Genom acht weitere ORF S identifiziert werden, deren translatierten Proteine eine Homologie
zu PS1 (Tab. IV.2) und damit zum Teil zu Proteinen des Antigen85-Komplexes aus
-YCOBACTERIUM aufweisen. Entsprechend der Nomenklatur von CSP1 wurden die Gene CSP2-
CSP9, die kodierten Proteine PS1B-PS1I genannt. Das ursprünglich schon aus # GLUTAMICUM
ATCC17965 bekannte PS1 wurde zur Einreihung in diese Nomenklatur in PS1A umbenannt
(Tab.IV.2). Nach Einordnung der Gene in die physikalische Contigkarte zeigte sich, daß die
Gene nicht in Clustern organisiert vorliegen, sondern über das ganze Chromosom verteilt
sind (Abb.IV.4). Lediglich CSP1 und CSP3 befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft.
Bei Betrachtung der Genumgebung (Abb.IV.5) wird nochmals die Nähe der Gene CSP1 und
CSP3 deutlich, wobei der Abstand nur ca. 2 kb entspricht. Ansonsten sind in der direkten
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!BB)6 Physikalische Contigkarte von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032. Neben Genen für
IS-Elemente (TNP), RRN (RRF/RRL/RRS) und dem Replikationsursprung (ORIC) sind die Gene CSP1-CSP9 für die
PS1-Proteine eingetragen.
4AB)6  Auflistung der CSP-Gene. Angegeben werden ORF-Nummer in der MAGPIE-Annotation des #
GLUTAMICUM ATCC13032-Genomprojektes (ORF), ORF-Länge (bp), Größe des translatierten Proteins (AS), Länge des
Signalpeptides falls vorhanden (SP (AS)), Identität/Ähnlichkeit des Proteins zu PS1A nach „Clustal W“ (Hom1
(%)) und Anzahl der identischen/ähnlichen Aminosäuren des homologen Proteins zu PS1A (Hom2 (%)).
Bez. ORF bp AS SP (AS) Hom1 (%) Hom2 (%)
CSP1 / PS1A 5b22_063 1974 657 43
CSP2 / PS1B 4m8_018 1182 365 29 16,0 / 34,2 29,0 / 62,7
CSP3 / PS1C 5b22_054 1026 341 37 17,2 / 33,6 33,4 / 65,4
CSP4 / PS1D 1m15_069 1452 483 31 17,4 / 37,9 25,0 / 55,5
CSP5 / PS1E 5p3_059 1452 483 31 17,9 / 37,7 26,4 / 57,5
CSP6 / PS1F 2k5_039 1236 411 26 18,1 / 36,9 30.9 / 63,0
CSP7 / PS1G 3f13_090 681 226 nein 11,3 / 19,0 31,9 / 53,5
CSP8 / PS1H 4n21_045 1584 527 24 12,0 / 26,2 17,26 / 37,8
CSP9  / PS1I 5o17_026 1623 540 27 11,2 / 22,5 17,8 / 35,7
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!BB)6 Darstellung der Genumgebung der jeweiligen CSP-Gene (PS1) von # GLUTAMICUM ATCC13032.
AKP = Protein der Atmungskette / ASP = Alkalische Serin Protease / CAPB = Capsid-Synthese / CBE = Carboxylesterase / CRT =
Hydroxybutyuryl-CoA-Dehydratase / DAHP = Antibiotikasynthese / DBD = Dehydroxybutyrat-Dehydrogenase / FTS = Zellteilung /klk =
Glukokinase / gp = Glycoportein / gt = Glycosyltransferase / GUMJ = Polysaccharid-Transporter / hmp = Hypothetisches
Membranprotein / hlp = Hüllprotein / hyp = Hypothetisches Protein / PKS = Polyketidsynthase / mp = Membranprotein / MYO = Myo-
Inositol-Monophosphotase / NONG = transkriptionaler Repressor / IS = IS-Element / np = Nuclear Protein / OCT = Ornithin Carbamoyl-
Transferase / POL = DNA-Polyemerase / PCCB = Propionyl-CoA-Carboxylase / PKND = Threonin Kinase / psb = putativ sekretiertes
Protein / RF = PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTOR / tp = Transportprotein (Glycin) / TP = Transposase / VAP = Virulenz assoziiertes Protein /
WLAK = Aminotransferase / XSEA = Exonuklease / YDEL = Regulatorprotein / YDFJ = MMPL1 (integrales Membranprotein) / ZMP =
Zinkmetalloprotease
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Umgebung dieser beiden Gene noch einige Gene lokalisiert, die für Membranproteine oder
Proteine, die am Aufbau der Zellwand beteiligt sein können wie z.B. Polyketidsynthasen,
kodieren. Eine ähnliche Anhäufung von Genen für möglichen Membran bzw. Zellhüllen-
proteinen findet man noch bei CSP3 und CSP5. Eine Anordnung in Operons konnte nicht
identifiziert werden. Keines dieser Gene befindet sich in der näheren Umgebung von CSP9
und nur eines bei CSP7.
 3EQUENZANALYSE DER CSPHOMOLOGEN ORF S
Die translatierten Aminosäuresequenzen der Gene CSP2-9 wurden mit Hilfe des
Computerprogramms “Clustal W” mit der AS-Sequenz von PS1A verglichen (Abb. IV.6; Tab.
IV.2). Dabei stellte sich heraus, daß die Proteine PS1B, PS1C, PS1D, PS1E und PS1F, wie
auch die Proteine des Antigen85 Komplexes aus -  TUBERCULOSIS, Ähnlichkeiten zum .-
terminalen Bereich von PS1A aufweisen. PS1G, PS1H und PS1I zeigen jedoch Ähnlichkeit
zur #-terminalen Hälfte bzw. gehen über den #-Terminus von PS1A hinaus. Mit Hilfe eines
phylogenetischen Stammbaums ließen sich die relativen Verwandschaftsgrade der Antigen-
85-homologen Proteine untereinander und zu den Proteinen des Antigen85-Komplexes,
errechnet auf Basis der Aminosäuresequenzhomologien, ablesen (Abb. IV.7,). Eine
Einteilung in Klassen wie bei den Antigen85-Proteinen von -YCOBACTERIUM oder eine
Zuordnung zu diesen Proteinen war nicht möglich. Lediglich PS1D und PS1F weisen eine
extrem hohen Verwandtschaftsgrad auf. Sequenzanalysen konnten zeigen, daß diese
beiden Proteine eine Identität von 97% aufweisen. Von den 15 detektierten Aminosäure-
austauschen handelt es sich bei 11 um die Ersetzung durch eine ähnliche Aminosäure
(Anhang: Abb. VII.2).
!BB)6 Darstellung der Homologiebereiche der PS1B,C,D,E,F,G,H,I-Proteine aus # GLUTAMICUM ATCC13032
und Anitgen85 (AG85) aus -YCOBACTERIUM  TUBERCULOSIS zu PS1A. Weiße Füllungen markieren Genbereiche
außerhalb der Homologie zu PS1A. Die AS-Sequenz von PS1A (bzw. der anderen Proteine), die zur Erstellung
des phylogenetischen Stammbaumes verwendet wurde, ist blau hinterlegt.
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Desweiteren wurden Analysen mit Hilfe des auf “Hidden-Markov-Modellen” und neuronalen
Netzwerken basierenden Computerprogramms “SignalP 2.0” (http://www.cbs.dtudk/services/
SignalP-2.0) durchgeführt. Diese Untersuchungen ermöglichten die Identifizierung von
sogenannten ,EADERPEPTIDEN (Tab.IV.3). Diese stark hydrophoben .-terminalen Abschnitte
werden von der Zelle benötigt, damit sie die entsprechenden Proteine aus der Zelle
schleusen kann (Heijne, 1990). Auf diese Weise sollte ermittelt werden, welche der durch
Genomanalysen in #  GLUTAMICUM ATCC13032 identifizierten PS1-Proteine tatsächlich
Bestandteil der Zellhülle sein können. Dabei zeigte sich, daß lediglich PS1G nicht über die
zur Ausschleusung aus der Zelle notwendigen Signalsequenz verfügt. Alle anderen Proteine
weisen die typische .-terminale Ansammlung von positiv geladenen und hydrophoben
Aminosäuren auf (Abb.IV.8).
!BB)6 Phylogenetischer Stammbaum von PS1A-F aus #  GLUTAMICUM ATCC13032 und den Antigen85-
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!BB)6 Darstellung der Signalpeptide von PS1A-I in #  GLUTAMICUM ATCC13032. Positiv geladene Amino-
säuren sind mit einem ⊕ versehen, hydrophobe Bereiche grün hinterlegt. Der rote Doppelpfeil markiert die
Signalpeptid-Schnittstelle.







Um herauszufinden, ob PS1 und welche PS1-homologen Proteine auf der Zellhülle lokalisiert
sind, wurden die durch sanfte SDS-Behandlung auf Eis für 5 min (Hermann ET  AL., 2000)
hergestellten Zellhüllenproteinextrakte zunächst in einem 1D-SDS-Polycrylamidgel (10%)
aufgetrennt. Die Anzucht der Kulturen erfolgte zuvor in Minimalmedium (MM1) bis zu einer
o.D.580 4-5. Die im Gel aufgetrennten Proteinbanden wurden anschließend aus dem Gel
geschnitten und einem tryptischen Verdau unterzogen. Die auf diese Weise erhaltenen
Peptidfragmente konnten mit dem MALDI-TOF-Massenspektrometer identifiziert werden, so
daß für jede Probe ein typischer „FINGERPRINT“ erstellt werden konnte. Diese Peptidmuster
konnten anschließend mit Hilfe des Computerprogramms MASCOT (Hirosawa ET AL., 1993)
mit der Datenbank des #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032 Genomprojektes
verglichen werden, so daß eine Zuordnung der analysierten Proteine zu den entsprechenden
durch MAGPIE annotierten Genen und damit auch einer durch Homologievergleiche voraus-
gesagten Funktion möglich war (Abb. IV.9; Abb. IV.10, Tab. IV.3).
!BB)6  Schematische Darstellung eines Ablaufs zur Identifizierung eines Proteins
mittels MALDI-TOF-„FINGERPRINT“-Analysen.
SDS-PAGE (1); Ausschneiden der Bande, die das zu untersuchende Protein enthält (2),
tryptischer Verdau (3), Erstellung des Massespektrums der Peptid-Fragmente (4) und
anschließende Identifizierung der Proteine durch Abgleich der Peptidfragmente mit der #
GLUTAMICUM ATCC13032 Gendatenbank durch MASCOT(5).
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Hit ORF Größe Funktionszuweisung SP
1 77 3a19_040 79265 endo-beta-Galactosidase +
2 166 1k10_081 65936 Invasin 1 +
3 121 5b22_063 70634 PS1A +








6 67 3k6_080 40722 ABC-Transport-Protein +
7 180 4m8_018 42652 PS1B +
8 53 3b24_057 22856 putatives Membranprotein (OUTER MEMBRAN) +
9 73 6d13_083 36040 lipolytisches Enzym +
10 36 5b22_054 37180 PS1C +
11 110 3k6_039 29476 Antifreeze-Glycoprotein (AFGP) +
4AB)6 Auflistung der im 1D-SDS-PAGE indentifizierten Proteine des Zellhüllenextraktes von #  GLUTAMICUM
ATCC13032. Hit = Qualität der MASCOT-Identifizierung; ORF = ORF-Nr. in MAGPIE-Annotation des Genom-
projektes; Größe = vorausgesagte Größe aufgrund der Sequenz des zugeordneten ORF S (incl. Signalpeptid) ; SP
= Existenz eines Signalpeptides (auf Basis der Sequenz).
!BB)6  1D-SDS-PAGE (10%) der durch SDS-Behandlung auf Eis extrahierten #
GLUTAMICUM ATCC13032 (RES = restriktionsdefekter WT-Stamm) Zellhüllenproteine.
Die durch kombinierte MALDI-TOF/MASCOT-Analysen erzielten Funktionszuordnungen der
Proteine sind nummeriert neben dem Gel wiedergegeben.
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Die Untersuchungen der Zellhüllenproteinextrakte, aufgetrennt in der 1D-SDS-PAGE, haben
ergeben, daß PS1A auf der Zellhülle von # GLUTAMICUM ATCC13032, wie auch PS1 bei #
GLUTAMICUM ATCC17965 („# MELASSECOLA“) zu finden ist. Von den im Genom identifizierten
PS1-Proteinen waren lediglich PS1D (PS1E), PS1B und PS1C zu finden. Für die Existenz
von PS1F, PS1G, PS1H und PS1I konnte kein Hinweis gefunden werden. Außerdem war
aufgrund der sehr großen Identität von PS1D und PS1E keine Unterscheidung zwischen
diesen beiden Proteinen durch MALDI-TOF/MASCOT-Analysen möglich (Abb. IV.11), so daß
eine eindeutige Aussage zu Bande Nr. 5 nicht durchgeführt werden konnte.
!BB)6 Darstellung einer MASCOT-Identifizierung für die Proteinbande Nr. 5.
Balken außerhalb des grauen Bereichs stehen für signifikante Zuordnungen
(Wahrscheinlichkeit einer zufälligen Zuordnung : p<0,05). Deutlich ist zu erkennen,
daß die beiden Protein PS1D und PS1E mit ca. gleicher Signifikanz identifiziert
werden.
PS1D  PS1E





Zusätzlich zum 1D-SDS-PAGE des Zellhüllenproteinextraktes wurden auch 2D-Gele
analysiert. Auf diese Weise konnten auch die Proteine identifiziert werden, die sich im 1D-
Gel hinter prominenten Banden verbergen bzw. die aufgrund ihrer geringen Konzentration
durch Coomassie-Blau-Färbung nicht visualisiert werden konnten. Die Anzucht der Bakterien
erfolgte, wie bei der Probenvorbereitung für das 1D-Gel, in Minimalmedium (MM1) bis zu
einer o.D.580 von 4-5. Die für das 2D-Gel hergestellten Extrakte wurden jedoch mit 4%
CHAPS statt 4% SDS als Detergenz erzeugt, da SDS aufgrund seiner Ladung Probleme bei
der isoelektrischen Fokussierung (IEF) bereitet und daher für die erste Dimension nicht ge-
eignet ist. Bei CHAPS, welches mit seiner Eigenschaft als Zwitterion auch Bestandteil des
Rehydrierungspuffers für die IEF ist,  ist das nicht der Fall. Ebenfalls aus Gründen der iso-
elektrischen Fokussierung mußten die Extrakte einer Dialyse unterzogen und mit Aceton
gefällt werden, so daß die Proben möglichst frei von Salzen waren. Vergleichende
Untersuchungen mit Hilfe der 1D-SDS-PAGE zeigten keine Unterschiede der Proteinprofile
zwischen den mit SDS und mit CHAPS hergestellt Extrakten. Zur Darstellung im 2D-Gel
wurden ca. 350 µg Protein eingesetzt. Für die isoelektrische Fokussierung wurde ein Bereich
von pH 4 - pH 7 gewählt, die Auftrennung erfolgte in einem Excel-Gradientengel (12% - 14%)
(Abb. IV.12).
Im Coomassie-Blau gefärbten Gel ließen sich ca. 120 Proteinspots detektieren. Zusätzlich
fielen vier Streifen auf, in denen sich die entsprechende Probe nicht fokussieren ließ. Für die
Identifizierung wurden 38 Spots (bzw. Proben der horizontalen Banden) aus dem Gel
geschnitten und nach tryptischem Verdau der Proteinidentifizierung mittels MALDI-TOF-
„fingerprinting“ und MACOT zugeführt (Tab. IV.4; Anhang Tab. VII.6.1). Bei diesen Analysen
stellte sich heraus, daß es sich bei den horizontalen Streifen um PS1A, PS1B und PS1C
handelt. Der unterste Streifen, der bei ca. 20 kD bandiert, ließ sich nicht identifizieren.
Desweiteren konnten keine Ähnlichkeiten zu einem der anderen sechs PS1-Proteinen im 2D-
Gel gefunden werden, obwohl PS1D/E im 1D-Gel lokalisierbar waren. Zusätzliche 2D-
Proteingel-Analysen von # GLUTAMICUM-Zellen, die in Vollmedium (LBG) angezogen wurden,
ergaben keine wesentlichen Unterschiede (Daten nicht gezeigt). Die nicht isoelektrisch
fokussierten horizontalen  Streifen konnten auch in diesem Fall als PS1A, PS1B und PS1C
identifiziert werden.
Zusätzlich wurden Westernblot-Analysen der 2D-Gele von Zellhüllenproteine mit Antikörpern
gegen die Zelloberfläche von  #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032 (polyklonales
Gemisch aus einem Kaninchen, welches mit ganzen #  GLUTAMICUM-Zellen immunisiert
worden ist) durchgeführt (Abb. IV.13). Dabei konnte gezeigt werden, daß der Antikörper
lediglich mit den horizontalen „Schmierstreifen“, die aus nicht isoelektrisch fokussierten
Proteinen der ersten Dimension bestehen, reagiert. Es erscheint jedoch eine zusätzliche









































































































!BB)6 Darstellung der extrahierbaren Oberflächenproteine von #  GLUTAMICUM ATCC13032 im 2D-SDS-PAGE. Die isoelektrische Fokussierung der ersten
Dimension erfolgte im pH-Bereich 4-7. Die analysierten Spots / Proben sind durchnummeriert.
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Nr. mögliche Funktion SP Nr. mögliche Funktion SP
1 Elongationsfaktor TU - 20 2c4_067 -
2 Adenylat Kinase - 21 5g19_057 -
3 5g19_007 (-TUB Fragment) +/- 22 5c6_068 +/-
4 Pre-mRNA-Splicing Faktor - 23 4i4_072 -
5 3f13_077 - 24 Thiamin Biosynthese Protein -
6 4i9_037 - 25 Fomarat Hydratase -
7 Glycerinaldehyd-3P-Dehydr. - 26 put. Aldehyd Dehydrogenase -
8 1p3_025 - 27 Enolase (2-Phosphoglycerat) -
9 Thioredoxin - 28 4c8_035 -
10 PS1A + 29 Cystein Synthase +/-
11 PS1A + 30 Elongationsfaktor TS -
12 YOAR - 31 5l15_064 +
13 PS1B + 32 put. Dehydronopterin Aldolase -
14 PS1B + 33 6a4_052 -
15 PS1C + 34 5l15:070 -
16 PS1C + 35 n.b.
17 5f5_079 (- LEPRAE Fragment) - 36 n.b.
18 RhsE + 37 Acyl-CoenzymA-Carboxylase -
19 n.b.
4AB)6 Liste der identifizierten Proteine aus dem 2D-Gel der extrahierbaren Zellhüllenproteine von  #
GLUTAMICUM ATCC13032 (Anzucht in MM1). Details zu den Daten sind dem Anhang (Tab.VII.5.1) zu entnehmen.
Bei Proteinen ohne mögliche Funktionszuweisung wurde nur der zugeordnete ORF der MAGPIE Annotation
angegeben. SP = Vorhandensein eines Signalpeptides (errechnet durch SignalP auf Basis des zugeordneten
ORF S) / +/- = Signalpeptid möglich, aber nicht sicher. n.b. = nicht bestimmbar.
immunogene Protein handeln, daß schon von S. Berens (Dissertation, 2000) bei 1D-SDS-
PAGE extrahierbarer Zellhüllenproteine bei ca. 49 kD beobachtet werden konnte. An der
Position sämtlicher sonst im Coomassie-gefärbten Gel identifizierbaren Spots konnte kein
Hybridisierungs-Signal detektiert werden. Es kann also davon ausgegangen werden, daß es
sich bei den Spots nicht um Proteine der äußeren Zellhülle von # GLUTAMICUM handeln kann.
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!BB)6  Westernblot eines 2D-Gels extrahierbarer Zellhüllenproteine von #  GLUTAMICUM ATCC13032
(unten), das korrespondierende Coomassie-gefärbte Gel ist oben abgebildet. Der Nachweis der Antikörper-
Antigenreaktion erfolgte über einen Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper mit anschließender
Diaminobenzidin vermittelter Färbereaktion. Dabei konnten nur die horizontalen z.T. als PS1-Proteine
identifizierten „Schmierstreifen“ nachgewiesen werden (grüne Pfeile). Der rote Pfeil markiert ein Signal, zu dem
es keinen korrespondierende Bande im Coomassie-gefärbten Gel gibt. Links neben den Abbildungen sind die
Größen des Proteinstandards angegeben.





Da die Möglichkeit bestand, daß die PS1-Proteine, die nicht im 2D-Proteingel des
Zellhüllenproteinextrakts identifiziert werden konnten, aufgrund nur schwacher Bindung an
die Bakterienoberfläche in größeren Mengen in das umgebende Medium abgegeben werden
könnten, wurde der aufkonzentrierte Kulturüberstand einer #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM
ATCC13032 Kultur im 2D-Gel analysiert. Die Bakterien wurden zu diesem Zweck in MM1 bis
zur o.D.580 von 5 angezogenen. Die Aufkonzentrierung erfolgte in Millipore-Zentrifugations-
säulen mit einem Ausschlußvolumen von 5 kD bis zu einem Grad von ca. 100:1. Durch
Dialyse und Acetonfällung konnten die Proben weiter aufkonzentriert und weitgehend von
Salz befreit werden. Zur isoelektrischen Fokussierung (pH 4-7) und anschließenden
Auftrennung im Excel-Gradientengel wurden ca. 250 µg Protein eingesetzt. Im Coomassie-
Blau-gefärbten Gel (Abb.IV.14) stellte sich heraus daß die meisten Proteine des Kultur-
überstands im sauren pH-Bereich bandierten. Eine ausreichende Trennung der einzelnen
Spots, wie sie für die Identifizierung durch die MALDI-TOF-FINGERPRINT Analysen notwendig
ist, konnte also nicht erreicht werden. Aus diesem Grund wurden sogenannte„Zoom-In“-Gele
!BB)6  Coomassie-Blau-gefärbtes 2D-Proteingel des aufkonzentrierten MM1-Kulturüberstandes einer
#ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032 Kultur. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte im pH-Bereich 4-7.
Links neben dem Gel sind die Molekulargewichte des Gößenstandards markiert. Deutlich ist zu erkennen, daß die









































































































!BB)6 Kombinierte „Zoom-In“-2D-Proteingele des aufkonzentrierten Kulturüberstandes (MM1) von # GLUTAMICUM ATCC13032 (Einzelgele mit pH 3,5-4,5) und pH 4-5. Die
für MALDI-TOF / MASCOT-Analysen ausgeschnittenen Proben sind durchnummeriert. Sieben zusätzliche Proben im basischen Bereich sind im kleinen Gel (pH 4-7) links oben
angegeben. Die Molekulargewichte des Proteingrößenstandards sind links vom Gel markiert.
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Nr. mögliche Funktion SP Nr. mögliche Funktion SP
1 2PF  49 PUTATIV SEKRETIERTES 0ROTEIN 
2 (YPOTHETISCHES 0ROTEIN  51 2PF 
3 PUTATIVES INTEGRALES -EMBRANPROTEIN  52 #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM UREASE OPERON 
4 -ALTOSE BINDENDES 0ROTEIN  60 PUTATIVE AROMATISCHE %FFLUXPUMPE 
5 2PF  61 PUTATIVE AROMATOMATISCHE %FFLUXPUMPE 
6 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEIN !&’0  69 % COLI 2HS% 
7 .EUROSPORA CRASSA $.! LINKAGE GROUP ))  70 % COLI 2HS% 
8 PUTATIVES INTEGRALES -EMBRANPROTEIN  76 0ROTEIN DER ⁄UEREN -EMBRAN 
9 % COLI 2HS%  78 03!&RAGMENT	 
11 - BOVIS 2PL, 2IBOSOMALES 0ROTEIN ,,  85 ’LUTAMAT BINDENDES 0ROTEIN 
12 ,IPOPROTEIN .,0$ &RAGMENT	  89 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
13 % COLI 2HS%  95 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
14 ,IPOLYTISCHES %NZYM ’$3  96 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
15 % COLI 2HS% + 100 (…LLPROTEIN VON %QUINE ANEMIA VIRUS 
16 03"  101 0YRIDOXAL 0OSPHORYLASE 
17 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEIN !&’0  102 (…LLPROTEIN VON %QUINE ANEMIA VIRUS 
18 (YPOTHETISCHES 0ROTEIN  105 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEINE !&’0	 
19 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEIN !&’0  107 ’LUTAMAT BINDENDES 0ROTEIN 
20 0UTATIVE $.!(ELICASE  108 ’LUTAMAT BINDENDES 0ROTEIN
21 4REHALASE  109 (OMOSERIN $EHYDROGENASE
22 ,IPOPROTEIN .,0$  111 03# 
23 #HYMOTRYPSIN0RECURSOR  114 ’LUTAMAT BINDENDES 0ROTEIN 
25 5RACIL 0HOSPHORIBOSYLTRANSFERASE  116 ’LUTAMAT BINDENDES 0ROTEIN 
26 (MU/ ;#ORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE=  117 03$% 
27 03!  118 N? 
28 03!  119 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
29 PUTATIV SEKRETIERTES 0ROTEIN .,0  0	  120 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
30 PUTATIV SEKRETIERTES 0ROTEIN .,0  0	  121 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEINE !&’0	 
31 % COLI 2HS%  123 %ISEN !NGUIBACTINBINDENDES 0ROTEIN 
32 % COLI 2HS%  124 0YRIDOXAL 0HOSPHORYLASE 
33 ,IPOPROTEIN ",# DER ⁄UEREN -EMBRAN  126 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEIN !&’0	 
36 3 2IBOSOMALES 0ROTEIN 3  127 3EQUENZ  VON 0ATENT 7/ 
37 -YO)NOSITOL$EHYDROGENASE  128 6IRULENZ ASSOZIIERTES 0ROTEIN 
39 % COLI 2HS%  129 6IRULENZ ASSOZIIERTES 0ROTEIN 
40 !NTIFREEZE ’LYCOPROTEIN !&’0	  130 I? 
43 % COLI 2HS%  131 PUTATIVER !"#4RANSPORTER 
45 ,IPOPROTEIN ",# DER ⁄UEREN -EMBRAN  132 ’LYCERIN!LDEHYD0HOSPHAT $EHYDROGENASE 
46 03$% 
4AB)6  Tabelle der analysierten Spots der „ZoomIn“-2D-Proteingele (vgl. Abb. IV.13), die entsprechend ihrer
Nummerierung (Nr.) wiedergegeben sind. Die mögliche Funktion basiert auf den Homologievergleichen der durch
MASCOT identifizierten MAGPIE-ORF S. Wenn keine Homologien zu bekannten Genen in den Datenbanken
gefunden werden konnte, wird lediglich die ORF-Nummer angegeben. Bei nicht aufgeführten Spots konnte keine
ORF-Zuweisung durchgeführt werden, da entweder keine ausreichenden MALDI-TOF-Massespektren erzeugt oder
keine MASCOT Hits in der #  GLUTAMICUM ATCC13032 Genbank gefunden werden konnten. Zusätzlich wurde
überprüft, ob die entsprechenden ORF S über ein Signalpeptid (SP) verfügen (+/- = Signalpeptid möglich, aber nicht
sicher). Details sind im Anhang der Tabelle VII.6.2 zu entnehmen.
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gefahren. Dabei wurden die Proben in einem Gel mit einem isoelektrischen Fokussierbereich
von pH 3,5-4,5 und in einem weiteren Gel mit einem zum ersten überlappenden pH-Bereich
der ersten Dimension von 4-5 aufgetrennt. Die auf diese Weise erzielte Separation der
Proteine ermöglichte die Erstellung von tryptischen „PeptidFINGERPRINTS“ für 132 Spots. In
Abbildung IV.15 sind die durch digitale Bearbeitung kombinierten „Zoom-In“-2D-Gele
wiedergegeben, in denen die Proteine des pH-Bereichs 3,5-5 dargestellt werden. Die zur
Analyse ausgeschnittenen Spots sind entsprechend durchnummeriert. Nach Auswertung der
jeweiligen Massespektren mit dem Computerprogramm MASCOT konnten im Kultur-
überstand sowohl PS1A als auch PS1B, PS1C, und PS1D/PS1E identifiziert werden (Tab.
IV.5; mehr Details im Anhang Tab.VII.6.2). Für die restlichen ebenfalls einem ORF der
MAGPIE-Annotation des #  GLUTAMICUM ATCC13032-Genomprojektes zugeordneten Spots
wurde noch mit Hilfe von Signal-P eine computergestützte Analyse über die Existenz eines
Signalpeptides durchgeführt (Tab.IV.5). Es konnte festgestellt werden, daß ein Großteil der
identifizierten ORF S über ein solche ,EADERSEQUENZ verfügen und somit tatsächlich




Die systematischen Analysen der extrahierbaren Proteine der Zellhülle von #ORYNEBACTERIUM
GLUTAMICUM ATCCC13032 und der Proteine des Kulturüberstandes des Bakteriums im 1D-
und 2D-SDS-PAGE und die anschließende Indentifizierung durch MALDI-TOF-FINGERPRINT-
Analysen haben ergeben, daß neben dem bereits aus #  GLUTAMICUM ATCC17965 („#
MELASSECOLA“) bekannten PS1A nur vier (bzw. drei, da PS1D und PS1E sequenzidentisch
sind und nicht eindeutig identifiziert werden konnten) der insgesamt neun auf den
Chromosom lokalisierten PS1-Proteine Bestandteil der Zellhülle sind. So konnten lediglich
die translatierten Proteine der Gene CSP1 (PS1A), CSP2 (PS1B), CSP3 (PS1C) und CSP4/CSP5
(PS1D/PS1E) gefunden werden. Spektren mit Ähnlichkeiten zu Proteinen PS1F, PS1G,
PS1H und PS1I konnten nicht detektiert werden.





In einer weiterführenden Analyse dieser Arbeit sollte die Funktion der als Bestandteil der
Zellhülle von # GLUTAMICUM ATCC13032 identifizierten PS1-Proteine bestimmt werden. Bei
diesen Untersuchungen wurde von der Vermutung, begründet durch den Funktionsnachweis
von PS1 aus # GLUTAMICUM ATCC17965 („# MELASSECOLA“) als Mycolyltransferase (Puech
ET AL., 2000), ausgegangen, daß es sich bei zumindest einigen der PS1-Proteine ebenfalls
um Mycolyltransferasen handeln könnte, die Mycolylreste auf Trehalosemonocorynemycolat
(TMCM) übertragen und dadurch Trehalosedicorynemycolat (TDCM) synthetisieren.
  !NALYSE DER CSP%INFACHMUTANTEN
 +ONSTRUKTION DER CSP%INFACHMUTANTEN
Um Hinweise auf die Funktion der PS1-Proteine in # GLUTAMICUM ATCC13032 zu erhalten,
wurden Einzelmutanten hergestellt, bei denen die jeweiligen CSP-Gene durch „GeneSOEing“
mittels PCR deletiert wurden (Abb.IV.16). Dazu musste jeweils ein ca. 500 bp großes
Fragment  UPSTREAM  und DOWNSTREAM des zu deletierenden Bereichs amplifiziert und
anschließend durch eine weitere PCR aneinandergefügt werden (Material und Methoden,
III.10.7). Das so erzeugte Konstrukt, in dem der entsprechende Bereich nun deletiert vorlag,
wurde zunächst in den Vektor pCR2.1 kloniert. Von dort aus wurde es über artifizielle, bei
der PCR mit eingefügten Restriktionsschnittstellen in das Plasmid pK18mobSACB umkloniert.
Mit diesem Vektor, der in # GLUTAMICUM nicht replizierbar ist, wurden die Deletionen durch
ein doppeltes #ROSSOVER im Chromosom von #  GLUTAMICUM ATCC13032 etabliert. Die
Verifizierung des $OUBLE CROSSOVER erfolgte durch die positive Selektion des SACB-Systems
und PCR-Tests (Material und Methoden, III.10.8). Dabei stellte sich heraus, daß eine
Deletion von CSP3 nicht gelang. Aus diesem Grund wurde das Gen durch Disruption
ausgeschaltet, indem der ebenfalls in # GLUTAMICUM nicht replizierbare Vektor pCR2.1, der
ein 500 bp großes Fragment des Gens als Insert trägt, in das Gen integriert wurde.
Eine Deletion des zu CSP4 nahezu identischen Gens CSP5 wurde nicht durchgeführt.
Aufgrund der Vermutung, daß die Proteine der beiden Gene funktionsidentisch sind, wurde
versucht, dieses Gen durch Integration in einem Stamm zu disruptieren, in dem CSP4 bereits
deletiert vorliegt. Die Erstellung einer solchen Doppelmutante war in #  GLUTAMICUM
ATCC13032 jedoch nicht möglich.





Die CSP-Deletions- bzw. Integrationsmutanten wurden im SDS-PAGE auf Veränderungen im
Oberflächenproteinprofil untersucht. Die Anzucht der Bakterien erfolgte in MM1 bis o.D.580 4-
5, die Proteine wurden dafür mit einer 4% CHAPS-Detergenzlösung für 15 min bei 0 °C
extrahiert und anschließend in einem 10 %igem  SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Abb.IV.17).
!BB)6 Darstellung der in die CSP-Gene von # GLUTAMICUM ATCC13032 eingeführten Mutationen. (è) =
Deletionsbereich / (  \) = zur Integration genutzter Bereich. Die bei CSP5 eingezeichnete Disruption wurde nur
im Stamm ∆CSP4 versucht, eine erfolgreiche Integration gelang nicht.
Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                                                 IV. Ergebnisse
__________________________________________________________________________________________
92
Es zeigte sich erwartungsgemäß, daß bei den Stämmen ∆CSP1, ∆CSP2 und CSP3int die zuvor
auf der Zellhülle identifizierten Proteine, deren Gen jetzt deletiert vorlag, nicht mehr vor-
handen waren. Zusätzlich verschwanden bei der ∆CSP2-Mutante zwei Banden bei ca. 32 kD
und ca. 42 kD, die durch MALDI-TOF-FINGERPRINT Analysen als mögliches lipolytisches Enzym
und putatives ABC-Transporterprotein identifiziert werden konnten. Das Protein, welches
zuvor knapp oberhalb des Transporterproteins bandierte, ließ sich nicht einem in der
Datenbank des Genomprojektes erfaßten ORF zuordnen. Weiterhin konnten im Extrakt dieses
Stammes zwei zusätzliche Banden detektiert werden. Dabei handelt es sich um verkürzte
Proteine PS1D/PS1E. Auffällig war, daß bei der ∆CSP4-Mutante das als möglicherweise
PS1D identifizierte Protein nicht von der # GLUTAMICUM Hülle verschwand. Da es sich dabei
jedoch auch um PS1E handeln konnte (Abb.IV.11), wäre eine entsprechende Doppelmutante
nötig, die sich jedoch nicht herstellen ließ. Weiterhin konnte bei den Mutanten ∆CSP6, ∆CSP7,
∆CSP8 und ∆CSP9 keine Änderung des Oberflächenproteinprofils festgestellt werden.
 %RSTELLUNG EINER CSPBEREXPRESSIONSMUTANTE
Zur Kontrolle wurde ein Überexpressionsplasmid mit dem CSP1-Gen hergestellt. Zu diesem
Zweck wurde ein 2029 bp großes Fragment, welches das vollständige Gen mit seiner
eigenen Ribosomenbindestelle (RBS) enthält, mit der „proof-reading“ Polymerase 0FU
amplifiziert (Primer „csp1ex1“ und „csp1ex2“, Tab.III.3) und in pZEROBlunt kloniert. Die
Verifizierung erfolgte durch Sequenzierung. Über die bei der PCR mit eingefügten artifiziellen
Restriktions-SITES  "AMHI und 3ALI konnte das Gen gerichtet in den induzierbaren Shuttle-
!BB)6  SDS-PAGE (10 %) der mit CHAPS extrahierten Zellhüllenproteine der jeweiligen #  GLUTAMICUM
ATCC13032 CSP-Mutanten. Die entsprechenden Proteine sind rot umrahmt. (1) und (2) = verkürzte Formen von
PS1D bzw. PS1E / ? = konnte nicht durch MALDI-TOF identifiziert werden.
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Expressionsvektor pECXK99e (Kirchner, 1999) umkloniert werden. Das fertige Konstrukt
wurde anschließend durch Elektroporation in den restriktionsdefekten #  GLUTAMICUM Wild-
typstamm RES167 und in die ∆CSP1-Mutante transferiert. Von den Stämmen wurde ein Zell-
hüllenproteinextrakt erstellt und in der SDS-PAGE (10%) aufgetrennt (Abb. IV.18). Dabei war
deutlich zu erkennen, daß die PS1-Bande in beiden Fällen im Vergleich zum WT deutlich
überrepräsentiert sind.
 -ORPHOLOGISCHE !NALYSE DER CSP%INFACHMUTANTEN
Zur morphologischen Charakterisierung der #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 CSP-
Einfachmutanten wurden zunächst lichtmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Dabei
konnte festgestellt werden, daß der Stamm ∆CSP1 wesentlich größere Zellen als der WT-
Stamm ausbildet (Abb. IV.19). Im Vergleich zum WT schienen die Zellen ein ca. 10faches
Volumen aufzuweisen. Die ebenfalls untersuchten Stämme ∆CSP2, CSP3int ∆CSP4, ∆CSP6,
∆CSP7, ∆CSP8 und ∆CSP9 zeigten keine Veränderung der Zellgröße. Durch Komplementation
des #  GLUTAMICUM ∆CSP1-Stamms mit pECXK99e_CSP1exp konnte eine Reversion zur
Wildtyp-Morphologie erreicht werden (Abb. IV.19).
Zusätzlich wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen bei WT und Mutante
∆CSP1 und ∆CSP2 durchgeführt (Abb.IV.20). Die Zellen wurden entsprechend der Methode
!BB)6  SDS-PAGE (10%) der extrahierten
Zellhüllenproteine der #  GLUTAMICUM Stämme
CSP1_exp (1) und ∆CSP1-CSP1_exp (2).
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der „kitischen Punkt Trocknung“ präpariert und anschließend mit Gold bedampft. Es zeigte
sich, daß beim CSP1-Deletionsstamm verschieden große Zellen auftraten, die unter-
schiedliche Einschnürungen aufwiesen. Dabei waren auch Bakterien mit dem Wildtyp ver-
gleichbarer Größe zu erkennen. Möglicherweise liegt ein Teilungsdefekt vor, der zu den
ungewöhnlich großen Zellen führte. Bei der ∆CSP2 Mutante sind im wesentlichen nur
Bakterien mit normaler Größe zu identifizieren. Man fand jedoch auch hier, allerdings nur
vereinzelt, Zellen, die morphologisch denen des ∆CSP1-Stammes sehr ähnlich waren. Es
könnte also durch die Mutation von CSP2 ein ähnlicher Effekt wie bei CSP1 erzeugt worden
sein, da die Zellmorphologie auch hier eine Teilungsstörung vermuten läßt.
!BB)6  Lichtmikroskopische Untersuchung des #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM Wildtyps RES167
(WT), der ∆CSP1- und ∆CSP1-CSP1exp-Mutante. Im rechten oberen Bild ist eine Mischkultur des WT und
des ∆CSP1-Stammes abgebildet, wodurch das bis zu ca. 10fache Volumen der Mutante gegenüber dem
Wildtyp besonders deutlich wird.
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!BB)6 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen vom #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 Wildtyp
(WT, oben) und der Mutanten ∆CSP1 (mitte) und ∆CSP2 (unten) in unterschiedlichen Vergrößerungen. Die Zellen
wurden der „kritischen Punkt“-Trocknung unterzogen und anschließend mit Gold bedampft. Der Balken reprä-
sentiert jeweils eine Länge von 1µm.





Zur Bestimmung der Mycolsäurezusammensetzung, die ein charakteristisches taxo-
nomisches Merkmal ist, wurden die #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM Stämme RES167 (WT),
∆CSP1, ∆CSP2 und CSP3int zur Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) geschickt. Neben den Mutanten, deren ausgeschalteten Proteine auf
der Zellhülle des Wildtyps zu identifizieren waren, wurde auch die Stämme ∆CSP4, ∆CSP6,
∆CSP7 und ∆CSP8 analysiert. Es stellte sich heraus, daß alle untersuchten Stämme ein dem
WT entprechendes Mycolsäureprofil aufweisen (Abb.IV.21, Anhang Tab.VII.8). Geringe
Abweichungen ergaben sich lediglich durch Isolierungs- und Meßtoleranzen. Das Aus-
schalten der entsprechenden PS1-Proteine bewirkt demnach keine grundlegende qualitative


























!BB)6 Diagramm der in den unterschiedlichen # GLUTAMICUM-Stämmen ermittelten Mycolsäurezusammen-















In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, ob die in den Stamm #  GLUTAMICUM
ATCC13032 eingeführten CSP-Einfachmutationen Einfluß auf den Aufbau der Mycolsäure-
schicht haben. Sollten die entsprechenden Proteine eine Funktion als Mycolyltransferase
haben, müßte eine Verschiebung des Trehalosemonocorynemycolat (TMCM)/Trehalodico-
rynemycolat (TDCM)-Mengenverhältnisses auf der Zellhülle des Bakteriums zu beobachten
sein. Zu diesem Zweck wurden die nicht kovalent gebundenen Mycolsäuren und Lipide von
der Zellhülle der Stämme RES167 (WT), ∆CSP1, ∆CSP2 und CSP3int nach Anzucht in MM1-
Flüssigmedium extrahiert und auf Kieselgelplatten dünnschichtchromatographisch auf-
getrennt (Abb.IV.22). Nach Anfärbung der Platten mit Joddampf, wodurch Substanzen mit
Doppelbindungen nachgewiesen werden, konnten acht Banden identifiziert werden (R f-Werte
in Tab.IV.6). In einer weiteren Färbereaktion mit Anthron konnten anhand der Schwarz- bzw.
Graufärbung Glycolipide nachgewiesen werden. Eine solche Farbreaktion trat nur bei
Banden 5 und 6 auf. Die braune Farbe von Bande Nr. 8 weist nicht auf ein Glycolipid hin.
Durch einen zusätzlichen Nachweis mit Molybdänblau konnte anhand der deutlichen
!BB)6  DC-Darstellung des Profils der extrahierbaren Lipide verschiedener #  GLUTAMICUM CSP-
Einfachmutanten. J = Jodgefärbte DC (Doppelbindungen) / A = Anthron (Glycolipide) / M = Molybdän-
blau (Phospholipide). Trehalosemono- (TMCM) und Trehalosedicorynemycolate (TDCM) sind (entspre-
chend der Arbeiten von Puech ET AL., 2000) rechts markiert. NPL = nichtpolare Lipide
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Blaufärbung gezeigt werden, daß es sich bei der Bande Nr. 8 um ein Glycolipid handelt.
Aufgrund dieser Ergebnisse und der Rf-Werte aus der Literatur (Puech ET AL., 2000) konnte
gezeigt werden, daß die Bande 7 TMCM und die Bande Nr. 6 (evtl. auch Nr. 5) TDCM
repräsentiert. Auffällig war, daß TMCM nur in sehr geringen Mengen als Bestandteil der #
GLUTAMICUM ATCC13032 Zellhülle zu finden war. Bei Bande Nr. 1 handelt es sich um nichtpo-
lare Lipide (NPL), wie es von Puech ET AL. (2000) schon gezeigt wurde. Ein Unterschied der
Lipidprofile von Wildtyp (RES167) und den untersuchten CSP-Einzelmutanten konnte mit Hilfe
der in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht festgestellt werden.
In einer zusätzlich durchgeführten dünnschichtchromatographischen Auftrennung der
wässerigen Phase der Extraktionen konnten keine Substanzen detektiert werden.
Nr. Rf Rf-Lit. Zuordnung
1 0,87 0,87   nichtpolare Lipide
2 0,78 n.b, n.b.
3 0,72 n.b. n.b.
4 0,66 n.b. n.b.
5 0,60 n.b.   (Trehalosedicorynemycolat)
6 0,52 0,55   Trehalosedicorynemycolat
7 0,23 0,27   Trehalosemonocorynemycolat
8 0,17 n.b. n.b.
4AB)6: Rf-Werte der Banden der in der Dünnschichtchromatographie aufgetrennten Lipidverbindungen
 aus Abb.IV.18. Rf-Lit = Literaturwerte (Puech ET AL., 2000) / n.b. = nicht bestimmbar
 %RMITTLUNG DER MINIMAL INHIBITING CONCENTRATION -)#	 VON
%THAMBUTOL F…R DIE %INZELMUTANTEN
Da die Mycolsäureschicht als Barriere für hydrophile Substanzen gilt (Jarlier & Nikaido,
1990), wurden MIC-Tests für hydrophile Antibiotika mit den CSP-Einfachmutanten durch-
geführt und mit den Werten des Wildtyps verglichen. Eine Modifikation der Mycolsäure-
schicht müßte auch die Aufnahmefähigkeit des Bakterium für diese Substanzen und damit
auch die Sensitivität gegenüber dem Antibiotikum verändern. Zur Untersuchung wurden die
# GLUTAMICUM Deletions/Disruptionsmutanten eingesetzt, deren ausgeschaltetes Protein
zuvor auf der Zellhülle identifiziert werden konnte (∆CSP1, ∆CSP2 und CSP3int). Für die
Durchführung dieser Tests wurden die Antibiotika Isoniazid und Ethambutol verwendet, die
durch Anwendung bei -YCOBACTERIUM als geeignete Substanzen für diese Test bekannt sind
(Ronning ET  AL 2000). Während Isoniazid direkt in die Mycolsäuresynthese eingreift, hat
Ethambuthol das Arabinogalactan als Angriffsort, welches als Schicht unter der Mycolsäure-
schicht angeordnet ist und deren Verankerungspunkt bildet. Mit Hilfe des MIC-Tests wurde
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die minimal benötigte Konzentration ermittelt, die für eine vollständige Wachstumsinhibition
durch das getestete Antibiotikum führt. Eine gesteigerte Sensitivität könnte dann ein Indiz für
eine durchlässigere Mycolsäureschicht sein (Jackson ET  AL, 1999). Erste Untersuchungen
mit Isoniazid zeigten jedoch, daß sich diese Substanz nicht für diese Analysen bei #
GLUTAMICUM eignete. Schon der Wildtyp weist eine Sensitivität auf, die unter der
Nachweisgrenze der für MIC-Tests üblichen Konzentration lag (< 0,125 µg/ml), so daß für
die Untersuchungen nur Ethambutol eingesetzt werden konnte (Abb. IV.23, Tab. VII.9).
Für den #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 Wildtyp-Stamm konnte eine Ethambutol-
MIC von 8 festgestellt werden. Die MIC’s für die Mutanten ∆CSP1 und ∆CSP2 lag bei 1, womit
sie im Vergleich zum WT eine ca. 8fach erhöhte Sensitivität gegenüber Ethambutol
aufwiesen. Die CSP3int-Mutante zeigt bei 4 µg/ml Ethambutol kein Wachstum. Damit war sie
doppelt so sensitiv wie der Wildtyp, aber deutlich weniger empfindlich als die beiden
Deletionsstämme. Durch Komplementation des Stammes ∆CSP1 mit dem Überexpressions-
plasmid pECXK99e_CSP1exp konnte eine MIC von 4 erzielt werden, der Wert des Wildtyps
war jedoch nicht wieder herzustellen. Die Sensitivität des Deletionsstammes konnte also
durch Überexpression des Gens deutlich reduziert werden. Die Daten der MIC-Tests ließen
vermuten, daß die entsprechend analysierten Einzelmutationen eine Veränderung der
Mycolsäureschicht bewirkt haben, auch wenn das nicht in der Dünnschichtchromatographie
zu erkennen war.
!BB)6 Graphische Darstellung der MIC-Werte für Ethambutol, bestimmt für die Stämme
#ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM RES167 (WT), ∆CSP1, ∆CSP2, CSP3int und ∆CSP1-CSP1exp. Die
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Für die #ORYNEBACTERIM GLUTAMICUM ATCC13032 Gene CSP1, CSP2 und CSP3, bei denen zwar
nach einfacher Mutation keine Veränderung der Zusammensetzung der extrahierbaren
Mycolsäuren detektiert wurde, aber aufgrund der MIC-Tests vermutet werden konnte, daß
sie am Aufbau der Mycolsäureschicht beteiligt sind, wurden entsprechende Mehrfachmu-
tanten hergestellt (Tab. IV.7). Die Konstruktion der Doppelmutanten erfolgte über Elektro-
transfer der entsprechenden Integrations-/Deletionsvektoren in die zuvor erstellten Einfach-
mutanten. Anschließend wurde noch eine Dreifachmutante erzeugt, bei der alle auf der
Zellhülle identifizierbaren und disruptierbaren Gene ausgeschaltet sind. Auch hier erfolgte
die Kontrolle wie bei den Einfachmutanten durch PCR und SDS-PAGE (10%) der
extrahierten Hüllenproteine (Abb.IV.24).
Bezeichnung eingeführte Mutation
∆CSP1-∆CSP2 ∆5b22_063   ;  ∆4m8_018
∆CSP1-CSP3int ∆5b22_063  ;  5b22_054int
∆CSP2-CSP3int ∆4m8_018  ;  5b22_054int
∆CSP1-∆CSP2-CSP3int ∆5b22_063  ;  ∆4m8_018  ;  5b22_054int
4AB)6 Liste der hergestellten CSP-Mehrfachmutanten
!BB)6  SDS-PAGE (10%) der extrahierten Zellhüllenproteine der CSP-
Mehrfachmutaten. (1) ∆CSP1-∆CSP3int, (2) ∆CSP2-CSP3int, (3) ∆CSP1-∆CSP2, (4)
∆CSP1-∆CSP2-CSP3int. RES167 = restriktionsdefekter Wildtypstamm.
PS1A
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Für die Zellhüllenproteinpräparation wurden die Bakterien in MM1 ü/N bis zu einer o.D.580
von ca. 4 angezogen, die Extraktion erfolgte mit 4% CHAPS bei 0°C. Im SDS-PAGE zeigte
sich erwartungsgemäß, daß die Banden der entsprechenden Proteine, deren Gene deletiert
bzw. disrupiert wurden, anschließend nicht mehr im Polyacrylamidgel detektierbar waren.
Zusätzlich konnte jedoch noch eine Vielzahl anderer Banden detektiert werden, bei denen es
sich vermutlich um cytoplasmatische Proteine handelt. Man kann deshalb bei diesen
Stämmen von einer erheblichen Störung der Zellhüllenstruktur ausgehen.
 6ERHALTEN IN &L…SSIGKULTUR
Bereits bei Kultivierung in MM1-Flüssigmedium zeigte die #  GLUTAMICUM Dreifachmutante
∆CSP1-∆CSP2-CSP3int einen auffälligen Phänotyp. Bei Anzucht im Schüttelkolben mit einer
Umdrehungszahl von ca. 150 rpm verklumpte der Stamm vollständig und bildete blaßgelbe
Zellaggregate, die sich am Kolbenboden ansammelten. Durch Wachstum der Kultur nahmen
die Zellklumpen an Größe zu. Das Medium blieb dabei praktisch frei von Bakterien.
Gleichzeitig konnte nach ca. 8 h Anzucht die Ausbildung von wachsartigen Plättchen an der
Mediumsoberfläche beobachtet werden (Abb. IV.25). Im Verlauf der Kultivierung nahm
!BB)6  Vergrößerte Aufnahmen der  wachsartige Plättchen bei der Anzucht des Stammes
#ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int in MM1 im Schüttlekolben. Rechts unten ist eine Ver-
größerung abgebildet.
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Anzahl und Größe der Plättchen zu. Sie konnten dabei einen Durchmesser von bis zu 1 cm
erreichen und wiesen eine relativ gleichmäßige ovale Form auf. Wurde der Stamm im
Schüttelkolben mit Schikane angezogen, konnte eine homoge Suspension erzeugt werden,
so daß eine normale Kultivierung der Bakterien möglich war.
   !NALYSE DER EXTRAHIERBAREN -YCOLS⁄UREVERBINDUNGEN DER
CSP-EHRFACHMUTANTEN
Wie schon bei den #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 CSP-Einfachmutanten, wurde
auch bei den CSP-Mehrfachmutanten eine Analyse der extrahierbaren Lipide und damit der
Mycolsäureverbindungen durch Dünnschichtchromatographie durchgeführt. Auch in diesem
Fall kamen zur Substanzklassifizierung der detektierten Banden die Jod-, Anthron- und
Molybdänblaufärbungen zum Einsatz. Während die Lipidprofile der Einzelmutanten keinen
Unterschied zum Wildtyp aufwiesen, konnten bei den Mehrfachmutanten deutliche
Differenzen festgestellt werden (Abb.IV.26). Schon bei den Doppelmutanten (∆CSP1-∆CSP2,
∆CSP1-CSP3int und ∆CSP2-CSP3int) war eine deutliche Zunahme der TMCM-Menge, welches
beim Wildtyp nur in sehr geringen Mengen vorkommt, zu beobachten. Beim Stamm ∆CSP1-
CSP3int schien zusätzlich eine Veringerung der TDCM-, bei ∆CSP2-CSP3int der TMCM-Menge
festgestellt werden zu können. Ein besonders deutlicher Effekt war bei der Dreifachmutante
(∆CSP1-∆CSP2-CSP3int) zu erkennen. Neben der sehr deutlichen Zunahme an TMCM konnte
ein völliges Verschwinden der TDCM-Bande beobachtet werden, so daß der Stamm lediglich
über Trehalosemonocorynemycolate verfügte. Desweiteren war eine zusätzliche Bande (Rf =
0,35) zu sehen, die bei allen anderen Stämmen und dem Wildtyp nicht zu finden war.
Aufgrund der Stoffklassenzuordnung kann es sich bei dieser Bande weder um ein Glycolipid,
eine Anthronfärbung war nicht möglich, noch um ein Phospholipid handeln, da eine deutliche
Anfärbung mit Molybdänblau ebenfalls nicht möglich war. Auch bei einem zusätzlichen Lipid-
nachweisverfahren durch Erhitzen nach Besprühen mit Molybdänblau konnte an der Position
dieser Bande kein Signal detektiert werden. Dieses deutet darauf hin, daß es sich bei der
Substanz um ein vollständig gesättigtes Lipid oder aber eine ganz andere Stoffklasse
handeln muß.




!BB)6 Dünnschichtchromatographische Darstellung des Stammes # GLUTAMICUM ATCC13032 WT (RES167)
und der PS1/PS1Homolog-Mehrfachmutanten. ∆3 = Dreifachmutante ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int.
J = Jodfärbung (Doppelbindungen) / A = Anthron (Glycolipide) / M = Molybdänblau (Phospholipide) / HM = Erhitztes
Molybdänblau (Lipide) / ? = nicht identifizierbare neue Bande bei ∆3.




Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß #ORYNEBACTERIUM
GLUTAMICUM ATCC13032 neben dem schon bekannten PS1A über zwei weitere Proteine,
nämlich PS1B und PS1C, verfügt, die eine Trehalose-Mycolyltransferase-Aktivität aufweisen.
Dabei scheint die Funktion dieser Proteine redundant und sehr effizient zu sein, da beim
Wildtypstamm und den Einzelmutanten kaum Trehalosemonocorynemycolat (TMCM) zu
finden war, dieses also vollständig zu Trehalosedicorynemycolat (TDCM) umgesetzt werden
konnte (Abb.IV.26). Erst bei den Doppelmutanten ließen sich größere Mengen TMCM
identifizieren, die Gesamttransferleistung schien demnach reduziert zu sein. Bei
Ausschaltung aller drei als Trehalose-Mycolyltransferase identifizierten Proteine fand kein
Mycolyltransfer auf TMCM statt, so daß kein TDCM auf der Zellhülle das Bakteriums zu
finden war.






Um festzustellen, ob die Einführung der Mutationen zu einer Veränderung der Schaum-
bildung bei Anzucht des Bakteriums in Flüssigmedium führen, wurden verschiedene Experi-
mente im Schüttelkolben durchgeführt. Zunächst wurden die CSP1/2/3 Einfachmutanten
getestet. Dazu wurden sie in MM1 bis zu einer o.D.580 von ca. 10 angezogen. Die
Kultivierung erfolgte in 1000 ml Erlenmeyerkolben mit 300 ml Medium im Horizontalschüttler.
Die horizontalen Schwenkbewegungen (150 rpm) führten zu einer Durchmischung von Gas-
und Wasserphase und bewirkten somit die Ausbildung von Schaum (Abb.IV.27). Es zeigte
sich, daß der Wildtypstamm RES167 und die Mutante ∆CSP2 zu einer deutlichen
Schaumbildung neigen, wobei die Blasen der Mutante großvolumiger waren und nicht den
leicht gelben Farbton des Wildtypschaums hatten. Die Stämme ∆CSP1 und CSP3int wiesen
dagegen bei gleicher o.D. nahezu keinen Schaum auf, so daß ein Großteil der Mediums-
oberfläche unbedeckt war.
In einem weiteren Experiment wurde die Schaumbildung durch stärkere Durchmischung der
Gas- und Wasserphase intensiviert. Zu diesem Zweck wurden die Bakterien in 100 ml MM1
im 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikane im Rotationsschüttler bis zu einer o.D.580 von ca. 9
!BB)6  ü/N-Kulturen der #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM-Stämme WT (RES167), ∆CSP1, ∆CSP2, CSP3int.
Anzucht in MM1 bis o.D.580 10 im Horizontalschüttler.
WT ∆CSP1 ∆CSP2 CSP3int
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angezogen. Durch die sehr starke Verwirbelung an der Schikane kam es bei allen 4
Stämmen zu einer starken Schaumbildung (Abb.IV.28). WT und ∆CSP2 zeigten beide das
gleiche Schaumverhalten mit einer mittleren Schaumhöhe. Die Mutanten ∆CSP1 und CSP3int
produzierten sogar eine noch größere Schaummenge (ca. 2fache Höhe). Die Blasen waren
in diesen Fällen jedoch deutlich voluminöser und erschienen lockerer.
Bei industrieller Anzucht im Fermenter würden in einem solchen Fall die Antischaum-
maßnahmen eingeleitet, zu denen auch die Gabe von Antischaummitteln gehört. Gleiches
wurde auch im Schüttelkolbenexperiment durchgeführt. Zu den ü/N-Kulturen (Abb.IV.29)
wurde soviel Antischaummittel Clerol zugegeben, bis sich der Schaum aufgelöst hatte. Dabei
zeigte sich, daß der Schaum von ∆CSP2 sich bereits bei einer Clerolkonzentration von 3 ppm
(PARTS  PER MILLION) fast komplett auflöste. Auch die Stämme ∆CSP1 und CSP3int wiesen bei
dieser Menge Antischaummittel nur noch eine dünne nicht mehr geschlossene Schaum-
schicht auf. Der Schaum des Wiltyps löste sich dagegen erst nach einer Zugabe von 7 ppm
Clerol auf. Da im Fermenter nach Durchführung der Antischaummaßnahmen die Kultivierung
fortgesetzt wird, wurden auch die vier untersuchten Stämme, nachdem in allen eine dem WT
entsprechende Clerolkonzentation (7 ppm) eingestellt wurde, für 90 min weitergeschüttelt. Es
konnte festgestellt werden, daß die Mutanten jetzt eine deutlich geringere Schaumhöhe
!BB)6  ü/N-Kulturen der #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM-Stämme WT (RES167), ∆CSP1, ∆CSP2, CSP3int.
Anzucht in MM1 bis o.D.580 9 im Rotationsschüttler im Erlenmeyerkolben mit Schikane (bewirkt stärkere
Schaumbildung).
WT ∆CSP1 ∆CSP2 CSP3int
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!BB)6 Darstellung des Tests zur Ermittlung der Beeinflußbarkeit des Schaums der CSP1/2/3-Einfachmutanten
durch Antischaummittel. Die Anzucht bis zu einer o.D.580 von ca. 9 erfolgte in 100ml MM1 im 1000ml Erlen-
meyerkolben mit Schikane im Rotationsschüttler (ebenso das Weiterschütteln für 90 min). Links sind die einge-
stellten Clerolkonzentrationen angegeben.
WT ∆CSP1 ∆CSP2 CSP3int
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aufweisen als der WT. Besonders im Kolben von ∆CSP1, der zuvor doppelt soviel Schaum
produzierte wie der WT, ist nur eine sehr geringe Schaummenge zu beobachten. Bereits
nach Zugabe von 1 ppm Clerol löste sich der Schaum aller Mutanten komplett auf. Beim
Wildtyp mußte die Konzentration auf 20 ppm erhöht werden, um den gleichen Effekt zu
erzielen. Es war also die ca. 20fache Menge Antischaummittel notwendig. Ähnliches war
auch zu beobachten, wenn die Kulturen bereits mit einer Clerolkonzentration von 7 ppm an-
gezogen wurde (Daten nicht gezeigt).
Im Falle der CSP1-Mutante wurde auch ein Test mit dem entsprechenden Überexpremierer
durchgeführt. Es zeigte sich, daß bei einer Clerol-Konzentration von 1 ppm die Blasen des
Stammes CSP1exp am stabilsten sind. Die Schaummenge des Wildtyps RES167 konnte
deutlich reduziert werden, während bei der ∆CSP1-Mutante keine Blasen mehr zu beob-
achten waren (Abb. IV.30).
Die CSP-Doppelmutanten verhielten sich beim Schaumtest im wesentlichen wie die
Einzelmutanten (Daten nicht gezeigt), die Beeinflußbarkeit durch Antischaummittel konnte
auf diesem Weg also nicht deutlich gesteigert werden. Ein sehr deutlicher Effekt konnte
jedoch mit der Dreifachmutante ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int (∆3) erzielt werden. Nach Anzucht bis
zur o.D.580 von 9 (Rotationsschüttler, 100 ml MM1 in 1000 ml Erlenmeyerkolben mit
Schikane) wies dieser Stamm noch die gleiche Schaummenge wie der Wildtyp auf
(Abb.IV.31). Nach Zugabe von nur 1 ppm Antischaummittel Clerol war das Kulturmedium von
∆3 jedoch innerhalb kürzester Zeit völlig frei von Blasen, während beim WT keine Reduktion
des Schaumes erreicht werden konnte. Auch nach weiterer Inkubation im Schüttler konnte
kaum erneute Schaumbildung beobachtet werden.
!BB)6 Schaumverhalten des CSP1-Überexpremierers im Vergleich zu # GLUTAMICUM WT und
der ∆CSP1-Mutante. Anzucht in MM1 (100 ml in 1000 ml Erlenmeyerkolben mit Schikane), Zugabe
von 1 ppm Antischaummittel Clerol.




Um den Einfluß der Mutationen auf die industriell bedeutsame Aminosäureproduktion zu
bestimmen, wurden bei der Degussa AG (Halle-Künsebeck) die Produktion von Lysin für
einige der in dieser Arbeit erstellten #  GLUTAMICUM Mutanten bestimmt. Auf diese Weise
sollte festgestellt werden, ob die Mutationen einen negativen Einfluß auf die
Produktionsleistung der Bakterien haben. Da #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032
unter normalen Umständen kein Lysin produziert, wurde zuvor in den Wildtyp-Stamm
(RES167) und die zu untersuchenden Mutanten ∆cSP1, ∆CSP2, ∆CSP1-∆CSP2 das Plasmid
pJC50 (Cremer ET  AL. 1990), welches Gene für eine Überexpression der FEEDBACK
resistenten Aspartokinase  (LYSCα  LYSCβ) und Dihydrodipicolinat Synthase (DAPA) trägt,
transformiert. Durch Selektion der Transformanden auf AEC-Resistenz konnte die Stabilität
des LYSC-Gens sichergestellt werden. Zur Kontrolle bei den Lysinmessungen wurden
zusätzlich Stämme erzeugt, die den zu pJC50 entsprechenden Leervektor pJC1 tragen. Eine
Transformation der Km-Resistenz vermittelnden Plasmide in den Stamm CSP3int, bzw. in
!BB)6  Schaumverhalten der #  GLUTAMICUM Dreifachmutante ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int (∆3) im
Vergleich zum Wildtyp. Nach Anzucht in MM1 (1000 ml  Erlenmeyerkolben mit Schikane) bis zu einer
o.D.580 ist bei beiden die gleiche Schaumhöhe zu beobachten. Nach Zugabe von 1 ppm ist ∆3
innerhalb kürzester Zeit schaumfrei, der WT jedoch nahezu unbeeinflußt.
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Mehrfachmutanten, in denen CSP3int vorliegt, war nicht möglich, da die Disruption des zu
analysierenden Gens ebenfalls durch einen Km-Resistenz tragenden Vektor (pCR2.1)
erfolgte. Aus zeitlichen Gründen wurde von einer Umklonierung der Resistenzgene der pJC-
Plasmide bzw. von ein CSP3-Disruption mit einem anderen Vektorsystem, welches eine
andere Resistenz vermittelt, zunächst abgesehen.
Die Messung der Lysinmenge im Medium erfolgte nach 48 h und 72 h Kultivierung  im
Schüttelkolben für die pJC1 und pJC50-tragenden # GLUTAMICUM-Stämme (Abb. IV.32,
Anhang: Tab. VII.6). Es zeigte sich, daß kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp
und den Mutanten feststellbar war. Während die Stämme mit dem Kontrollvektor pJC1
praktisch kein Lysin in das Medium sekretierten (ca. 0,05 g/l), produzierten die pJC50
tragenden Stämme ca. 10-11 g/l Lysin. Damit konnte nachgewiesen werden, daß die
eingeführte Mutation, die zu einer Verringerung der Schaumbildung führen, bei den
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!BB)6  Lysinproduktion der pJC1 bzw. pJC50 tragenden #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM Stämme WT
















Das Ziel dieser Arbeit war es, die Zellhülle von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032,
unter besonderer Berücksichtigung ihrer Proteine, zu untersuchen. Ansatzpunkte waren
dabei das Protein PS1, welches am Aufbau der Mycolsäureschicht beteiligt ist, und PS2,
welches als morphologische Untereinheit die äußere 3LAYER-Schicht ausbildet.
"ESITZT #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM !4## EINEN 3LAYER
Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich die Frage, ob der Stamm #  GLUTAMICUM ATCC13032,
ähnlich wie der Stamm # GLUTAMICUM ATCC17965, über eine die Zelle umgebende 3LAYER-
Schicht verfügt.
Zunächst wurde davon ausgegangen, daß # GLUTAMICUM ATCC13032 den gleichen 3LAYER
wie # GLUTAMICUM ATCC17965 hat, der von dem Protein PS2  aufgebaut wird (Peyret et AL.,
1992). Demnach müßte auch das für PS2 kodierende Gen CSPB auf dem Chromosom des zu
untersuchenden Stammes zu finden sein. Untersuchungen mittels PCR konnten jedoch die
Existenz eines zu CSPB identischen Gens ausschließen. Da die Möglichkeit bestand, daß die
Genorte, die für das Design der Primer ausgewählt wurden, nicht konserviert waren, wurden
Hybridisierungen durchgeführt, mit denen ein weniger homologes Gen hätte detektiert
werden können. Auch mit diesen Untersuchungen konnte kein Gen mit Ähnlichkeit zu CSPB
nachgewiesen werden. Spätere Analysen der zu etwa 85% zur Verfügung stehenden Daten
des Genomprojektes von #  GLUTAMICUM ATCC13032 (Bathe ET  AL., 1999) konnten diese
Ergebnisse bestätigen. Ein Gen mit Homologie zu CSPB ist auf dem Chromosom von #
GLUTAMICUM ATCC13032 nicht vorhanden. Desweiteren konnten im sequenzierten Bereich
des Genoms auch keine Gene mit Ähnlichkeit zu 3LAYER-Proteinen anderer Bakterien
gefunden werden. Dabei wurde auch die Tatsache berücksichtigt, daß 3LAYER-Proteine nur
einen sehr niedrigen Konservierungsgrad aufweisen. Selbst eng verwandte Bakterien lassen
kaum Ähnlichkeiten auf Sequenzebene erkennen (Blase & Gotschlich, 1990; Sleytr &
Beveridge, 1999). Lediglich der #-terminale Teil, mit dem sich der 3LAYER an seiner
Unterlage befestigt, und gewisse Abschnitte des .terminalen Teils können konservierte
Bereiche aufweisen, die als 3,(-Domänen bezeichnet werden (Lupas ET  AL., 1994;
Matuschek ET AL., 1994; Sleytr ET AL., 1999). Auch diese 3,(-Domänen konnten nicht in den
Gendaten des Genomprojekts gefunden werden.  Durch Abgleich mit der 2001 von der
Firma Kyowa Hakko veröffentlichten Komplettsequenz von #  GLUTAMICUM ATCC13032
(Nakagawa ET AL., 2001) konnte bestätigt werden, daß ein zu CSPB homologes Gen nicht auf
dem Chromosom des Bakteriums vorhanden ist.
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Durch die systematische Analyse der Zellhülle von # GLUTAMICUM ATCC13032 konnte auch
auf Proteinebene gezeigt werden, daß kein mit bekannten 3LAYER-Proteinen vergleichbares
Protein existiert. So fand sich auf Höhe des apparenten Molekulargewichtes von PS2 mit ca.
63 kD keine entsprechende Bande in dem durch SDS-PAGE aufgetrennten
Zellhüllenproteinextrakt. Dabei wurde auch die Tatsache berücksichtigt, daß sich das
apparente Molekulargewicht von PS2 aufgrund der hohen Anzahl an sauren Aminosäuren
stark von der tatsächlichen Masse von 52496 Da unterscheidet (Peyret ET  AL., 1993).
Variationen der Aminosäurezusammensetzung können demnach zu einer Änderung des
Migrationsverhaltens des Moleküls in der SDS-PAGE führen. Es konnte jedoch auch keine
Bande mit einem von PS2 abweichenden Molekulargewicht nachgewiesen werden, die
Proteine in 3LAYER üblichen hohen Mengen aufwies (Peyret ET  AL., 1992). Eine spätere
Identifizierung durch „peptide-mass-fingerprinting“-Analysen konnte zeigen, daß es sich bei
keinem der extrahierbaren Zellhüllenproteine von #  GLUTAMICUM ATCC13032 um ein 3
LAYER-Protein handelt. Auch im Kulturüberstand von # GLUTAMICUM konnte nach Auftrennung
der Proteine in der zweidimensionalen SDS-PAGE kein Spot als 3LAYER-Protein identifiziert
werden. Dadurch wurde die Möglichkeit berücksichtigt, daß Mutationen im #-terminalen Teil
des 3LAYER-Proteins, welcher für die Verankerung in der Zellwand verantwortlich ist (Chami,
1997), dazu geführt haben, daß die 3LAYER-Untereinheiten in das Medium diffundiert sind
und deshalb nicht auf der Zellhülle zu finden waren. Selbst bei intaktem Anker würde PS2
die Proteinmenge im Kulturüberstand dominieren (Peyret ET AL., 1993).
Zusätzlich wurden die Zellhüllenproteinextrakte 28 weiterer #  GLUTAMICUM-Stämme
untersucht. Bei diesen Analysen zeigte sich, daß # GLUTAMICUM ATCC13032 kein Einzelfall
ist, sondern die Hälfte der Stämme ebenfalls über keinen 3LAYER verfügt. Dabei wurde
berücksichtigt, daß bei # GLUTAMICUM, welches nach Kultivierung in Flüssigmedium eine nur
teilweise mit einem 3LAYER bedeckte Zelloberfläche aufweist, die 3LAYER-Proteinmenge also
je nach Kulturbedingungen variieren kann (Chami ET  AL., 1995). Die als mögliche 3LAYER-
Proteine identifizierten Banden zeigten in der 1D-SDS-PAGE teilweise unterschiedliche
apparente Molekulargewichte. Zusätzlich durchgeführte MALDI-FINGERPRINT-Analysen weisen
darauf hin, daß es sich zumindest zum Teil um unterschiedliche Proteine handelt, womit die
Ergebnisse im Einklang mit der Tatsache stehen, daß 3LAYER, selbst innerhalb einer
Spezies, einen niedrigen Konservierungsgrad aufweisen (Blase & Gotschlich, 1990; Sleytr &
Beveridge, 1999).
Mögliche Fehler bei der Anzucht und Präparation der Bakterien können als Ursache dafür,
daß 3LAYER-Proteine nicht gefunden wurden, ausgeschlossen werden. So wurde die Anzucht
in Vollmedium durchgeführt, welches generell die Ausbildung eines 3LAYERS begünstigt
(Koval & Murray, 1986; Sleytr, 1978). Zudem konnte PS2 in großen Mengen von #
GLUTAMICUM ATCC17965 isoliert werden, welches unter den gleichen Bedingungen
angezogen wurde wie # GLUTAMICUM ATCC13032 und die anderen Stämme, bei denen kein
3LAYER-protein nachgewiesen werden konnte. Auch die zur Präparation der
Zellhüllenproteine verwendetete SDS-Extraktion stellt sicher, daß 3LAYER-Proteine, wenn sie
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vorhanden sind, von der Zelloberfläche gelöst und nachgewiesen werden können
(Baumeister ET AL., 1982).
Eine bereits in der Literatur diskutierte Ursache für das Fehlen eines 3LAYERS ist, daß das
Bakterium einen Großteil seiner metabolischen Leistungsfähigkeit auf die Proteinsynthese
der 3LAYER-Untereinheiten verwenden muß, wenn es seine gesamte Zellhülle mit dieser
Schicht umgeben will. Dabei müssen mehrere 100 Proteine pro Sekunde synthetisiert, durch
die Zellmembran transferiert und in die bestehende 3LAYER-Schicht eingebaut werden (Sleytr
& Messner, 1989). Durch eine Umgebung, in der kein Selektionsvorteil für 3LAYER-tragende
Bakterien besteht, wie es z.B. unter Laborbedingungen der Fall ist (Sára & Sleytr, 2000),
kann das 3LAYER-Gen abgeschaltet werden oder sogar unter Umständen verloren gehen
(Sleytr ET  AL., 1996). Als eine Möglichkeit mit der ein 3LAYER-Gen äußerst effektiv
abgeschaltet werden kann, wird eine )3-Element Integration diskutiert, wie sie z.B. bei
!EROMONAS  SALMONICIDA  oder "ACILLUS  STEAROTHERMOPHILUS beobachtet werden konnte
(Gustafson ET AL., 1994; Sára & Sleytr, 2000; Egelseer ET AL., 2000). Auch stille 3LAYER Gene
sind bekannt, z.B. bei #AMPYLOBACTER FETUS und ,ACTOBACILLUS ACIDOPHILUS (Boot  ET AL, 1996;
Dworkin & Blaser, 1996), die je nach Bedarf, ausgelöst durch geänderte Umgebungs-
bedingungen, aktiviert werden können. Die Daten des Genomprojektes sprechen dafür, daß
im Fall von # GLUTAMICUM ATCC13032 das 3LAYER-Gen nicht abgeschaltet vorliegt, sondern
daß es das Gen nie besessen oder wieder verloren hat. Untersuchungen von Peyret ET AL.
(1993) an # GLUTAMICUM ATCC17965 konnten zeigen, daß bei Verlust des Gens CSPB keine
Veränderung der Wachstumsgeschwindigkeit und der Vitalität des Bakteriums festgestellt




Auch bei den Untersuchungen zu PS1 (in dieser Arbeit PS1A) wurde von der Vermutung
ausgegangen, daß #  GLUTAMICUM ATCC13032 über das gleiche Protein und damit auch
über das Gen CSP1 wie # GLUTAMICUM ATCC17965 verfügt. Durch PCR-Experimente konnte
CSP1 auf dem Chromosom von #  GLUTAMICUM ATCC13032 nachgewiesen und amplifiziert
werden. Durch Sequenzierung des Amplifikats konnte festgestellt werden, daß das Gen zu
99% identisch mit CSP1 aus # GLUTAMICUM ATCC17965 ist.
Nach Verfügbarkeit der Genomdaten von # GLUTAMICUM ATCC13032 (Bathe, 1999) konnten
neben CSP1 noch acht weitere ORF’s gefunden werden, deren translatierten Proteine
Homologien zu PS1A aufweisen. Damit konnten erstmals CSP1-homologe Gene in #
GLUTAMICUM nachgewiesen werden, nachdem in früheren Arbeiten davon ausgegangen
wurde, daß diese nicht existieren (Joliff ET AL.,1992). Aufgrund ihrer relativ geringen Ähnlich-
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keit zu CSP1 war jedoch bisher eine Identifizierung außerhalb eines Genomprojektes nicht
möglich. Entsprechend der bereits bestehenden Nomenklatur wurden die zu CSP1
homologen Gene CSP2-9, die von ihnen translatierten Proteine PS1B-PS1I genannt. Nach
Einordnung der CSP-Gene in die physikalische Contigkarte von # GLUTAMICUM ATCC13032
(Mormann, 2001) zeigte sich, daß sie über das gesamte Chromosom verteilt vorliegen.
Lediglich CSP1 und CSP3 liegen mit einem Abstand von ca. 2 kb unmittelbar benachbart vor.
Eine genauere Betrachtung der jeweiligen chromosomalen Umgebung konnte zudem zeigen,
daß in der Nähe der Gene CSP1-6 mehrere Gene lokalisiert sind, die für Proteine kodieren,
die Ähnlichkeiten zu möglicherweise am Aufbau der Zellwand beteiligten Proteinen
aufweisen. Eine deutliche Anordnung in Form von Operons war jedoch nicht zu erkennen.
Nach Sequenzanalysen stellte sich heraus, daß alle PS1-Proteine, mit Ausnahme von
PS1G, über ein für die Ausschleusung aus der Zelle benötigtes Signalpeptid verfügen (von
Heijne, 1990). Dabei konnte die für Signal-peptide  typische Ansammlung von positiv
geladenen und hydrophoben Aminosäuren gefunden werden.
Von PS1A war bekannt, daß es sich in funktionale Domänen unterteilt. Die .-terminalen
Domäne weist Homologien zu den Antigen85-Proteinen aus -YCOBACTERIUM TUBERCULOSIS auf
(Joliff ET  AL., 1992) und ist für die Mycolyltransferaseaktivität des Proteins verantwortlich
(Puech ET AL., 2000). Der #-terminalen Domäne konnte keine Funktion zugewiesen werden,
ebenso konnten keine Homologien zu diesem Bereich in den Gendatenbanken gefunden
werden. Durch Sequenzvergleich der PS1-homologen Proteine mit PS1A zeigte sich, daß
diese in zwei Klassen unterteilt werden können. Eine Klasse, bestehend aus den Proteinen
PS1B/C/D/E/F, weist Homologien zum .-terminalen Teil von PS1A und damit auch den
Antigen85A/B/C-Proteinen aus -YCOBACTERIUM  TUBERCULOSIS auf (Joliff ET  AL., 1992). Die
zweite Klasse wird von  Proteinen PS1G/H/I aufgrund ihrer Ähnlichkeit zum #-terminalen Teil
von PS1A gebildet (Abb.V.1). Aufgrund der .-terminalen Funktionalität von PS1A konnte
!BB6 Schematische Darstellung der PS1-Proteine von # GLUTAMICUM ATCC13032 unter Berücksichtigung
ihrer Homologie zu PS1A. Schwarze Kästen stehen für ein Signalpeptid, graue Kästen für Bereiche der .-
terminalen Domäne von PS1A, welche Homologien zu Antigen85A/B/C aus -YCOBACTERIUM aufweist und für
die Mycolyltransferaseaktivität von PS1A verantwortlich ist. Weiße Kästen symbolisieren die Domäne
unbekannter Funktion von PS1A und die Bereiche der anderen PS1-Proteine, die Homologien zum #-
terminalen Teil von PS1A aufweisen.
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geschlossen werden, daß es sich bei den Proteinen PS1B/C/D/E ebenfalls um Mycolyl-
transferasen handeln könnte. Damit wäre eine ähnliche Situation gegeben, wie sie aus
-YCOBACTERIUM mit den drei Proteinen A/B/C des Antigen85-Komplexes bekannt ist (Belisle
ET AL., 1997). Vergleichende Analysen mit dem durch „ClustalX“ für PS1A, die .-terminalen
PS1A-Homologe und die Antigen85-Proteine erzeugten phylogenetischen Stammbaum
zeigten, daß eine Unterteilung der Proteine PS1A-E in Gruppen, wie es bei den Anti-
gen85A/B/C der Fall ist, nicht möglich ist. Dies läßt sich mit der relativ geringen Identität der
PS1A/B/C/D/E-Proteine untereinander von ca. 30% erklären, während die Antigen85A/B/C-
Proteine eine Identität von 68-80% aufweisen. Lediglich PS1D und PSE weisen unter-
einander eine Identität von 97% auf, mit den Genen CSP4 und CSP5 liegen also zwei Kopien
auf dem Chromosom von # GLUTAMICUM ATCC13032 vor. Auch eine Zuordnung der PS1-
Proteine zu einer der Antigen85-Gruppen konnte nicht durchgeführt werden. Damit konnte
demonstriert werden, daß die Gattungsspezifität dieser Proteine dominiert.
03!"#$% SIND AUF DER :ELLOBERFL⁄CHE VON # GLUTAMICUM
!4## LOKALISIERT
Die Proteine PS1A/B/C/D/E konnten durch systematische Analyse der Zellhülle und des
Kulturüberstandes des Bakteriums als Bestandteil der äußeren Zellhülle von # GLUTAMICUM
ATCC13032 nachgewiesen werden.
Zur Identifikation der Proteine der Zellhülle wurden die Techniken der Proteomics angewandt
(Wasinger ET  AL., 1995). Dafür wurden zunächst die mit SDS extrahierbaren
Oberflächenproteine (Peyret ET  AL., 1993; Chami ET  AL., 1997), die in der 1D-SDS-PAGE
aufgetrennt worden sind, unter Verwendung des MALDI-TOF-Massenspektrometers (MATRIX
ASSISTED  LASER  DESORPTION  IONIZATION  TIMEOFFLIGHT) (Blastock & Weir, 1999) mittels PEPTIDE
MASSFINGERPRINTING (PMF) (Henzel ET AL., 1993) analysiert. Durch anschließenden Vergleich
der Massespektren mit der #  GLUTAMICUM ATCC13032 Gendomdatenbank durch das
Computerprogramm MASCOT (Hirosawa ET AL., 1993) konnten neben PS1A, das wie zuvor
vermutet durch die 67 kD-Bande repräsentiert wird, die Proteine PS1B, PS1C, PS1D und
PS1F identifiziert werden. Als Sonderfall stellte sich die den Proteinen PS1D und PS1E
zugeordnete Bande heraus. Eine Unterscheidung zwischen den beiden Proteinen war
aufgrund der hohen Sequenzidentität nicht möglich. Weiterhin konnten den anderen Banden
des 1D-Gels ORF S der MAGPIE-Annotation zugewiesen werden, die z.B. Homologien zu
endo-beta-Galactosidasen, ABC-Transportern, Membranproteinen oder Antifreeze-Glyco-
proteinen aufwiesen, von denen zum Teil aus -YCOBACTERIUM bekannt ist, daß sie mit der
Zellhülle assoziiert sein können (Young ET AL, 1990).
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In einer ebenfalls durchgeführten Analyse der extrahierbaren Zellhüllenproteine mit Hilfe der
zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-PAGE) konnten wieder die PS1-Proteine A,B und
C nachgewiesen werden. Damit konnte ausgeschlossen werden, daß sich weitere PS1-
Proteine auf der Zellhülle befinden, die in der Auftrennung durch 1D-SDS-PAGE nicht erfaßt
werden konnten. Bei den 2D-Gelen stellte sich heraus, daß die PS1-Proteine in der ersten
Dimension nicht isoelektrisch fokussiert werden konnten, so daß sie als horizontale Streifen
in der zweiten Dimension laufen. Möglicherweise wird dieser horizontale Streckeffekt durch
bei der Präparation ebenfalls extrahierter Mycolsäuren und Lipide verursacht, wie es schon
in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte (Hermann ET  AL., 2000). PS1D/E konnte im
Gegensatz zu den Untersuchungen durch 1D-SDS-PAGE in den 2D-Gelen nicht nach-
gewiesen werden. Dieses kann daran liegen, daß das Protein aufgrund seiner geringen
Konzentration durch die horizontale Streckung, wie sie bei den anderen PS1-Proteinen
auftritt, weiter verdünnt und nicht mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden detektiert
werden kann. Desweiteren konnten, wie schon in den Arbeiten von Hermann ET AL. (2000),
ca. 120 Spots im Coomassie-gefärbten 2D-Gel detektiert werden. Nach Zuordnung der
Proteine der abundanten Spots zu ORF S der MAGPIE-Annotation lag jedoch die Vermutung
nahe, daß es sich um Präparationsartefakte handelt. So konnten z.B. Proteine mit
Homologien zu den Elongationsfaktoren TU und TS im Zellhüllenproteinextrakt identifiziert
werden, die, ebenso wie die meisten anderen durch MASCOT ermittelten Proteine, über kein
Signalpeptid verfügen. Westernblotanalysen mit Antikörpern gegen die #  GLUTAMICUM
ATCC13032 Oberfläche konnten diese Vermutungen bestätigen, da sich lediglich die
horizontalen Banden, nicht aber die Spots des 2D-Gels als antigen wirksam erwiesen.
Zusätzlich konnte im Westernblot eine horizontale Bande detektiert werden, die nicht im
Coomassie-gefärbten Gel zu erkennen war. Möglicherweise handelt es sich dabei um das
stark antigene Protein, welches schon in der Dissertation von S. Behrens (2000) beschrieben
worden ist. Die Annahme, daß die abundanten Spots cytoplasmatische Proteine
repräsentieren, steht jedoch im Widerspruch zu Literaturdaten, bei denen aufgrund einer
Hybridisierung mit einem Antikörper gegen das Enzym Threonin Dehydratase, bei der keine
antigen wirksamen Spots detektiert werden konnten, vermutet wurde, daß es sich nicht um
cytoplasmatische Proteine handeln kann (Hermann ET AL., 2000).
Zusätzlich wurden die Proteine des Kulturüberstandes von # GLUTAMICUM ATCC13032 mit
Hilfe der 2D-Gelelektrophorese untersucht. Aufgrund des sauren pI der meisten Proteine des
Kulturüberstandes mußten „:OOM )N“-Gele mit einem pH-Bereich von pH 3,5-4,5 und pH 4-5
gefahren werden. Nach Analyse von 132 Spots konnten unter anderem die Proteine
PS1A/B/C/D/E als Bestandteil des Kulturüberstandes identifiziert werden. Da sie in
wesentlich geringeren Mengen als im Oberflächenproteinextrakt zu finden waren, kann
davon ausgegangen werden, daß es sich um in das Medium diffundierte Proteine handelt.
Proteine mit Ähnlichkeiten zu PS1F/G/H/I konnten nicht gefunden werden. Desweiteren
konnten den anderen Spots MAGPIE-ORF S zugewiesen werden, deren translatierten Proteine
Homologien zu Antifreeze-Glycoproteinen, Glutamat-bindenden Proteinen, Lipoproteinen,
RhsE, Rpf2 und Eisen-bindenden Proteinen aufweisen, die in der Regel über ein Signal-
peptid verfügen, womit es sich um tatsächlich sekretierte Proteine handelt. Zusätzlich kann
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die Tatsache, daß im Kulturüberstand nicht die gleichen Proteine wie im Zellhüllenextrakt
identifiziert werden konnten, als Hinweis dafür gelten, daß es sich im letzteren Fall um
Präparationsartefakte handelt. Zumindest in geringer Menge müßten sonst die von der Hülle
diffundierten Proteine auch im Kulturüberstand zu finden sein.
Leider konnte jedoch auch einer Vielzahl von Spots des im 2D-Gel aufgetrennten
Kulturüberstandes bisher kein ORF der MAGPIE-Annotation zugeordnet werden. Die
einfachste Erklärung für diesen Umstand ist, daß die für diese Proben erzeugten
Massespektren nicht über eine für die Identifikation durch MASCOT ausreichende Qualität
verfügen. So könnte z.B. ein unvollständiger Verdau oder eine Überlagerung mit anderen
Proteinen zu einer zu großen Anzahl von Fragmenten führen, so daß die richtige ORF-
Zuordnung von zufälligen und falschen Ereignissen überdeckt wird (Matrix Science Ltd.,
2000). Andererseits könnte es aber auch sein, daß der zu einem Protein gehörige ORF nicht
gefunden werden konnte, da zum Zeitpunkt dieser Arbeit nur 85% der gesamten Sequenz-
information von # GLUTAMICUM ATCC13032 zur Verfügung standen. Durch die seit kurzem
zu Verfügung stehenden Komplettsequenz von #  GLUTAMICUM ATCC13032, die von der
Firma Kyowa Hakko veröffentlicht worden ist (Nakagawa ET  AL, 2000) besteht jetzt die
Möglichkeit, die Liste der Proteine des Kulturüberstandes zu vervollständigen.
Mit der Identifiaktion der Proteine PS1A/B/C/D/E als Bestandteil der Zellhülle und den
Ergebnissen des Westenblots konnte vermutet werden, daß sie aufgrund ihrer antigenen
Wirkung exponiert auf der Zellhülle des Bakteriums lokalisiert sein müssen. Dabei konnten
neben PS1A nur Proteine mit Homologie zum als Mycolyltransferase funktionalen .
terminalen Teil von PS1A identifiziert werden, nicht jedoch PS1G/H/I, die Ähnlichkeiten zur
#-terminalen Domäne mit unbekannter Funktion aufweisen. Als einziges Protein dieser
Klasse konnte lediglich PS1F nicht als Bestandteil der Zellhülle gefunden werden. Mögliche-
rweise handelt es sich hier um ein Protein, welches unter den getesteten Kulturbedingungen




Im Rahmen dieser Arbeit konnte in # GLUTAMICUM ATCC13032 mit den Proteinen PS1A/B/C
eine Familie von Mycolyltransferasen nachgewiesen werden, die, wie die Proteine A/B/C des
Antigen85-Komplexes aus -YCOBACTERIUM, den Transfer von Mycolsäuren von einem
Trehalosemycolat (TMM) auf ein zweites TMM katalysieren und so Trehalosedimycolat
(TDM) synthetisieren (Belisle ET AL. 1997).
Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                                                   V. Diskussion 
__________________________________________________________________________________________
118
Für die Funktionsanalyse der PS1-Proteine wurden dabei zunächst Einfachmutanten der
CSP-Gene hergestellt. In der SDS-PAGE der extrahierbaren Zellhüllenproteine zeigte sich,
daß bei den Mutanten ∆CSP1, ∆CSP2 und CSP3int die entsprechenden Proteine PS1A, PS1B
und PS1C nicht mehr Bestandteil der Zellhülle sind. Zusätzlich fehlen im Proteinprofil des
Stammes ∆CSP2 zwei Banden, die zuvor als Proteine mit Ähnlichkeiten zu lipolytischen
Enzymen und ABC-Transportern identifiziert worden sind. Möglicherweise ist PS1B an der
Verankerung dieser Proteine an der Zellwand beteiligt, entweder direkt oder indirekt durch
eine Zellwandkomponente, die es ausbildet. Desweiteren konnten zwei zusätzliche Banden
detektiert werden, bei denen es sich um PS1D/E-Proteine handelt, die ein apparentes
Molekulargewicht aufweisen, welches ca. 8 bzw. 9 kD unter dem des ursprünglichen PS1D/E
liegen. Eine Erklärungen für dieses Phänomen konnte bisher nicht gefunden werden. Bei
den Mutanten CSP6-9 konnte kein Unterschied der Proteinzusammensetzung der Zellhülle
festgestellt werden, ebenso bei dem Stamm CSP4. Dieses könnte damit zusammenhängen,
daß mit CSP5 eine zweite, zu 94% identische Kopie des Gens auf dem Chromosom von #
GLUTAMICUM ATCC13032 lokalisiert ist. So besteht die Möglichkeit, daß bei Ausfall des einen
Proteins die Funktion von dem zweiten übernommen werden kann. Eine Unterscheidung, um
welches der beiden Proteine es im SDS-PA-Gel handelt, war durch massenspektrometrische
Analysen nicht möglich. Zumindest im Stamm ∆CSP4 kann es sich nur um PS1E handeln. Die
Etablierung einer Doppelmutante durch Disruption von CSP5 in dem Stamm ∆CSP4 konnte
nicht erfolgreich durchgeführt werden, was als Hinweis auf die essentielle Bedeutung der
Gene gewertet werden kann.
Im Verlauf der weiteren Untersuchungen wurden nur noch die Gene CSP1/2/3 herangezogen,
da deren Proteine PS1A/B/C Bestandteil der Zellhülle sind und durch Mutationen entfernt
werden können.
Bei einer morphologischen Analyse der Einfachmutanten im Lichtmikroskop konnte eine
deutliche Zunahme der Zellgröße bei der ∆CSP1-Mutante gegenüber dem Wildtyp festgestellt
werden, während die anderen Mutanten den normalen Phänotyp aufwiesen. Eine Erklärung
für dieses Phänomen konnte nicht gefunden, jedoch ließen rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen die Vermutung zu, daß eine Störung der Zellteilung vorliegt. Komplemen-
tation der ∆CSP1-Mutante mit einem CSP1-Expressionsplasmid konnte die natürliche
Morphologie des Wildtyps wiederherstellen, so daß ein durch die Deletion des Gens
hervorgerufener polarer Effekt auf stromabwärts liegende Gene ausgeschlossen werden
kann.
Beim eigentlichen Funktionsnachweis wurde von der Vermutung ausgegangen, daß die
Proteine PS1B/C/D/E/F wie PS1A selber aufgrund ihrer Homologie zu dessen .-terminaler
Domäne eine Funktion als Mycolyltransferase aufweisen und für die Synthese von
Trehalosedicorynemycolaten (TDCM) aus zwei Molekülen Trehalosemonomycolat (TMCM)
zuständig sind. Ein Ausfall dieser Proteine müßte demnach eine Veränderung der
Zusammensetzung der äußeren Schicht des Mycolsäurebilayers von #  GLUTAMICUM
ATCC13032 bewirken, der aus den wesentlichen Bestandteilen TMCM und TDCM besteht
(Puech ET AL., 2000). Aus diesem Grund wurden die extrahierbaren Lipide, unter denen sich
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auch die Mycolsäuren befinden, der CSP1/2/3-Mutanten mit denen des Wildtyps #
GLUTAMICUM ATCC13032 verglichen. Dabei konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den
Lipidprofilen festgestellt werden. Desweiteren konnte gezeigt werden, daß der Trehalose-
Mycolyltransfer in #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032 sehr effektiv sein muß, da
kaum TMCM detektiert werden konnte, TMCM also nahezu vollständig zu TDCM umgesetzt
wird. Damit ergibt sich ein Unterschied zu den Arbeiten von Puech ET AL. (2000), die in ihrer
Arbeit in den Lipidextrakten von # GLUTAMICUM ATCC17965 sowohl signifikant mehr TMCM
detektieren konnten als auch eine zusätzliche Bande bei der CSP1-Disruptionsmutante, die
als 6-Corynemycolylglucose identifiziert werden konnte. Eine solche Bande wurde im Rah-
men dieser Arbeit nicht gefunden. Auch die von Puech ET AL. (2000) festgestellte Halbierung
der TDCM-Menge und Verdopplung der TMCM-Menge konnte nicht festgestellt werden.
Diese Fakten sprechen dafür, daß der Mycolyltransfer in #  GLUTAMICUM ATCC13032 von
mehreren Proteinen katalysiert wird und der Ausfall eines dieser Proteine von den restlichen
nahezu vollständig übernommen werden kann. Zumindest die veränderte Permeabilität der
Zellwand der Einfachmutanten konnte einen Hinweis darauf geben, daß sich die
Mycolsäureschicht verändert hat (Jackson ET  AL., 1999). So konnte mit MIC-Tests nachge-
wiesen werden, daß die ∆CSP1-, ∆CSP2- und CSP3int-Mutanten eine gegenüber dem Wildtyp
deutlich erhöhte Sensitivität für Ethambutol aufweisen, was wiederum als Indiz für die
veränderte Aufnahmefähigkeit von hydrophilen Substanzen gesehen werden kann (Draper,
1992; Ronning ET AL., 2000). Da eine grundsätzliche quantitative und qualitative Veränderung
der Mycolsäurezusammensetzung aufgrund durchgeführter Analysen ausgeschlossen
werden konnte, ist es wahrscheinlich, daß die Variation der Mycolsäureschicht in einer
Veränderung des Mengenverhältnisses von TMCM und TDCM zu suchen ist. Der
Unterschied muß jedoch so gering sein, daß er nicht in der Dünnschichtchromatographie zu
erkennen war.
Für einen Nachweis der Mycolyltransferaseaktivität der untersuchten Proteine war es daher
notwendig entsprechende Mehrfachmutanten zu erzeugen um so einen eindeutigen Phäno-
typ zu erhalten. Neben dem Fehlen der Mutationen entsprechenden Proteine konnte in der
1D-SDS-PAGE der Zellhüllenproteinextrakte eine deutliche Zunahme an zusätzlich aufge-
trennten Proteinen beobachtet werden. Dieses legte die Vermutung nahe, daß bei diesen
Stämmen eine deutliche Störung der Zellhüllenstruktur vorliegen muß, wodurch das in dieser
Arbeit angewandte Extraktionsverfahren zu einer teilweisen Lyse der Bakterien führte.  Die
Analyse der extrahierbaren Lipide durch Dünnschichtchromatographie konnten schon bei
den Doppelmutanten eine deutliche Zunahme der TMCM-Menge zeigen. Daraus konnte ge-
schlossen werden, daß durch Ausfall von zwei der drei untersuchten Proteine das Bakterium
nicht mehr in der Lage war, sämtliches TMCM vollständig zu TDCM umzusetzen, wie das
beim Wildtyp und den Einfachmutanten der Fall war. Die Gesamtmycolyltransferaseaktivität
ist demnach deutlich reduziert worden. Noch deutlicher wurde der Effekt bei der Dreifach-
mutante, welche nicht mehr in der Lage ist TDCM zu synthetisieren (Abb.V.3), so daß im
Lipidprofil nur noch TMCM zu detektieren war. Möglicherweise erklärt das auch die Ausbil-
dung der wachsartigen Plättchen des Stammes ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int bei Anzucht in Flüssig-
kultur. Bei diesen Plättchen könnte es sich um überschüssige TMCM-Moleküle handeln, die
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von der Zelle produziert, aber nicht mehr umgesetzt und deswegen in das Medium
abgegeben werden. Dafür spricht auch die Beobachtung, daß die Plättchen nicht auftreten,
wenn der Stamm unter Biotinlimitierung angezogen wird (Daten nicht gezeigt), was zur
Reduktion der Acyl-CoA-Synthase führt, die wiederum die Fettsäurebausteine für die Mycol-
säuresynthese liefert.
Da bei den Doppelmutanten nur jeweils eines der als Trehalose-Mycolyltransferasen
identifizierten Proteine für den Mycolyltransfer zur Verfügung steht, kann man aus der
Gasamttransferaseaktivität dieser Stämme die Leistung der jeweiligen PS1-Proteine ablesen
(Abb.V.3). So läßt sich aus der Tatsache, daß bei der ∆CSP-CSPint-Mutante weniger TMCM
und bei der ∆CSP2-CSP3int-Mutante weniger TDCM als beim Stamm ∆CSP1-∆CSP2 zu
detektieren ist, ableiten, daß PS1A die größte Aktivität aufweist, gefolgt von PS1C und PS1B
mit der geringsten Leistung.
Bei genauer Betrachtung der Aminosäuresequenzen der Proteine PS1A/B/C/D/E/F und
Antigen85A/B/C von -YCOBACTERIUM  TUBERCULOSIS und -  LEPRAE zeigte sich, daß die
wichtigsten der funktionalen Bereiche von Antigen85 auch bei den verschiedenen Antigen85-
homologen PS1-Proteinen  wiederzufinden waren (Abb.V.3; Anhang Abb. VII.3.1). So konnte
auch bei den PS1-Proteinen die aus Antigen85 bekannte funktionale Aminosäure des
aktiven Zentrums (Serin) und die bei der katalytischen Reaktion assistierenden Aminosäuren
Glutaminsäure und Histidin gefunden werden. Desweiteren konnten Abschnitte verhältnis-
mäßig stark konservierter Bereiche bei den PS1A/B/C/D/E/F-Proteinen lokalisiert werden,
welche bei Antigen85 an der Bildung der Tasche des aktiven Zentrums und eines charakte-
ristischen Kanals durch das Protein beteiligt sind (Ronning ET AL., 2000). Aus diesem Grund
kann vermutet werden, daß der in dieser Arbeit nachgewiesene von den Proteinen
PS1A/B/C katalysierte Mycolyltransfer in #  GLUTAMICUM nach dem gleichen Mechanismus
abläuft wie in -YCOBACTERIUM und auch die Proteine PS1D/E/F eine ähnliche Reaktion
katalysieren.
!BB6 Schematische Darstellung der Mycolyltransferaseaktivität des # GLUTAMICUM Wildtyps (WT) und der
verschiedenen CSP1/2/3-Mutanten. Die Dicke der Pfeile spiegelt die Gesamt-Mycolyltransferaseaktivität wider.
TMCM = Trehalosemonocorynemycolat / TDCM = Trehalosedicorynemycolat
WT
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Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte ein Modell der Zellhülle von #  GLUTAMICUM
ATCC13032 erstellt werden, bei dem die Funktionen der PS1-Proteine A/B/C/D/E mit
berücksichtigt wurden (Abb.V.4). So konnten bereits die Westernblot-Analysen zeigen, daß
die Proteine exponiert an der Zelloberfläche liegen müssen. Desweiteren konnte gezeigt
werden, daß #  GLUTAMICUM ATCC13032 über eine Familie von Mycolyltransferasen,
bestehend aus den drei Proteinen PS1A, PS1B und PS1C, verfügt, die für die Synthese des
in der Zellwand lokalisierten TDCM zuständig ist. Als Mycolyl-Donor und -Akzeptor dienen
!BB6 Vergleich der Bereiche des aktiven Zentrums der Antigen85-Proteine aus -YCOBACTERIUM
TUBERCULSOSIS (-T) und -    LEPRAE (-L) mit entsprechend homologen Abschnitten der PS1A/B/C/D/E/F-
Proteine von # GLUTAMICUM ATCC13032. Über den Sequenzen ist die Position im multiplen !LIGNMENT
der Proteine angegeben (vgl. Anhang: Abb.VII.3.1). Die funktionalen Aminosäuren sind rot umrandet.
Zusätzlich ist der Mechanismus des Mycolyltransfers abgebildet. Die Aminosäuren des aktiven Zentrums
sind rot (incl. ihrer aus dem nativen AG85C bekannten Position), ihre Seitenketten schwarz
wiedergegeben. Trehalose ist in blau und die Mycolsäuremoleküle in orange bzw. grün dargestellt.
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dabei, wie in -  TUBERCULOSIS nachgewiesen werden konnte (Sathyamoorthy & Takayama,
1987, Belisle 1997), TMCM-Moleküle, die ebenfalls als Bestandteil der Mycolsäure-
doppelschicht auf der Zelloberfläche lokalisiert sind. Damit gibt es in #  GLUTAMICUM
ATCC13032 eine zu -YCOBACTERIUM vergleichbare Situation. Dort sind ebenfalls drei
Proteine, nämlich Antigen 85A/B/C, als Mycolyltransferasen für die Biogenese von
Trehalosedimycolaten verantwortlich (Belisle ET AL., 1997, Jackson ET AL., 1999). Wie schon in
-YCOBACTERIUM (Puech ET AL., 2000), ist auch in # GLUTAMICUM unklar, warum das Bakterium
drei Proteine benötigt, die dieselbe Reaktion katalysieren. PS1D und PS1E konnte, obwohl
sie auf der Zellhülle des Bakteriums zu finden waren, keine Funktion zugewiesen werden. Da
sie jedoch Homologie zur .-terminalen Domäne von PS1A/B/C und den funktionalen
Bereichen der Antigen85-Proteine aufweisen, kann davon ausgegangen werden, daß es sich
um ebenfalls Mycolyltransferasen handelt, die jedoch einen anderen Akzeptor als TMCM
!BB6 Modell der PS1-Funktion beim Aufbau des Mycolsäurebilayers von # GLUTAMICUM ATCC13032. Auf
der linken Hälfte der Graphik sind die in dieser Arbeit nachgewiesenen Funktionen der Proteine PS1A/B/C
dargestellt (gelb), auf der rechten Seite die vermutete Funktion von PS1D/E (blau).
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haben. Möglicherweise sind sie für die Synthese von Trehalosemonocorynemycolat oder die
kovalente Bindung von Mycolsäuren an das Arabinogalactan zuständig. Ein gleichzeitiger
Ausfall dieser beiden Enzyme würde dann zu einem Verlust des Mycolsäurebilayers führen,
entweder durch Fehlen der äußeren oder der inneren Schicht. Die Tatsache, daß keine
Doppelmutante der beiden Gene CSP4 und CSP5 hergestellt werden konnte, stützt diese
Vermutung, denn Arbeiten von Belisle ET AL. (1997) an -YCOBACTERIUM konnten zeigen, daß
die Mycolsäureschicht eine essentielle Bedeutung für dieses Bakterium hat.
# GLUTAMICUM -YCOLYLTRANSFERASEMUTANTEN WEISEN EINE REDUZIERTE
3CHAUMBILDUNG BEI DER &ERMENTATION AUF
Durch Schüttelkolbentests konnte nachgewiesen werden, daß die unterschiedlichen #.
GLUTAMICUM ATCC13032 Mycolyltransferasemutanten ein verändertes Schaumverhalten bei
Anzucht in Flüssigkultur aufweisen, so daß der Schaum durch geringere Mengen Anti-
schaummittel beseitigt werden kann.
Als Testverfahren dienten Schüttelkolbenversuche, bei denen durch Schikanen in den
Erlenmeyerkolben eine starke Durchmischung von Gas- und Wasserphase und damit eine
Schaumbildung der Kulturbrühe bewirkt wurde. Schon Untersuchungen mit den
Einzelmutanten konnten zeigen, daß der Schaum, der sich auch bei diesen Stämmen bildet,
leichter durch das Antischaummittel Clerol zu beeinflussen und damit schneller zu beseitigen
war. Besonders deutlich konnte dieser Effekt bei der Dreifachmutante ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int
beobachtet werden. Hier reichte nach Kultivierung über Nacht bereits eine Konzentration von
1 ppm Antischaummittel, um die Oberfläche des Mediums innerhalb kürzester Zeit völlig frei
von Blasen zu machen, während der Schaum des Wildtypstammes von dieser Menge Clerol
in keiner Weise vermindert werden konnte. Es zeigte sich auch, daß der Schaum der
Mutanten aus größeren Blasen als der des Wildtyps bestand. Allein diese Tatsache ist als
Vorteil zu werten, da festgestellt werden konnte, daß bei kleineren Blasen, wie sie etwa beim
Wildtyp auftreten, der Verlust der Lebensfähigkeit durch Zelldisruption größer ist (Handa-
Corrigan ET AL., 1992).
Ausgehend von der Vermutung, daß #  GLUTAMICUM-Zellen durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen die ebenfalls hydrophoben Schaumblasen stabilisieren (Zhang ET  AL., 1992),
konnte für das veränderte Schaumverhalten ein Modell entworfen werden. Dafür wurde die
Hypothese aufgestellt, daß die Veränderungen der Mycolsäureschicht durch Mutation der
Gene CSP1/2/3 auch zu einer Änderung der Zellhydrophobizität geführt haben. Die
notwendigen Hydrophobizitätsbestimmungen der Bakterien zur Stützung dieser Hypothese
konnten jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich durchgeführt werden. Die
Messungen nach der BATH- ("ACTERIAL !DHESION TO (YDROCARBONS) (Rosenberg ET AL., 1980)
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und SAT-Methode (3ALT !GGREGATION 4EST) (Lindahl ET AL., 1981) lieferten keine hinreichend
reproduzierbaren Ergebnisse. Im Modell könnte eine durch die Mutation veränderte Hydro-
phobizität der Zellhülle durch das unterschiedliche Mengenverhältnis von Trehalosemono-
corynemycolaten (TMCM) zu Trehalosedicorynemycolaten (TDCM) bzw. das vollständige
Fehlen von TDCM erklärt werden (Abb.V.5). Da im Wildtypstamm fast ausschließlich TDCM
und kaum TMCM gefunden werden konnte, besteht die äußere Schicht des
Mycolsäurebilayers praktisch nur aus TDCM. Möglicherweise kann sich eine der beiden
Mycolsäuredomänen dieses Moleküls drehen und aus der eigentlichen Mycolsäureschicht in
das Medium ragen. Die Hydrophobizität der  Zellwand wäre auf diese Weise erhöht.
Besonders in Gegenwart ebenfalls hydrophober Schaumblasen könnte die Ausbildung
solcher Strukturen begünstigt werden. Die daraus resultierende Interaktion zwischen
Zellwand und Schaumblase kann zu einer zusätzlichen Stabilisierung des Schaums führen
(Zhang ET AL., 1992), wodurch mehr Antischaummittel zum Aufbrechen der Blasenlamellen
eingesetzt werden muß. In der ∆CSP1-∆CSP2-CSP3int-Dreifachmutante sähe die Situation
anders aus. Durch das Fehlen von TDCM besteht hier die äußere Mycolsäureschicht aus
TMCM, es könnten demnach keine hydrophoben Ketten mehr in das Medium ragen, die
Hydrophobizität wäre gegenüber dem Wildtypstamm herabgesetzt. Auf diese Weise wäre
!BB6 Modell des möglichen Unterschiedes im Aufbau der Mycolsäureschicht des #  GLUTAMICUM
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auch die Interaktion zwischen den Bakterienzellen und den Blasen über die Mycol-
säureketten ausgeschlossen, was wiederum zu einer Verringerung der Stabilität und eine
leichteren Beseitigung des Schaums führen würde. Bei den Einfach- bzw. Doppelmutanten
könnte man sich eine Situation vorstellen, die zwischen Wildtyp und Dreifachmutante
angeordnet ist. Durch Reduktion der TDCM-Menge könnte auch hier die Interaktion der
Bakterienzelle mit den Schaumblasen durch Mycolsäureketten verringert werden, was
wiederum zu einer Verminderung der Stabilität der Schaumblasen führen würde.
Durch Messungen der Lysinproduktion der Stämme # GLUTAMICUM ∆CSP1, ∆cSP2 und ∆CSP1-
∆CSP2 konnte nachgewiesen werden, daß die Mutation keinen negativen Einfluß auf die
Aminosäureproduktionsleistung des Bakteriums hat. Die Messungen wurden dabei in den
entsprechenden Stämmen durchgeführt, bei denen eine Lysinproduktion durch Etablierung
des Lysinproduktions-Plasmides pJC50 (Cremer ET  AL., 1991) erreicht wurde. Ein
Unterschied der gemessenen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp konnte nicht festgestellt
werden. Die Messungen für die Dreifachmutante konnten noch nicht durchgeführt werden,
da pJC50 und die CSP3int Mutation die gleiche Resistenz als Selektionsmarker verwenden.
Entsprechende Arbeiten stehen noch aus. Außerdem werden zur Zeit Messungen der
Glutamatproduktion der PS1-Mutanten durchgeführt. Aufgrund der Vermutung, daß
Veränderungen der Mycolsäureschicht durch z.B. Penicillinzugabe (Nunheimer ET AL., 1970)
oder Biotinlimitierung (Hoischen & Krämer, 1991) zu einer Steigerung der Glutamat-
produktion in #  GLUTAMICUM führen (Eggeling ET  AL., 2001), kann davon ausgegangen
werden, das zumindest die Dreifachmutante, bei der eine deutliche Veränderung der
Mycolsäuredoppelschicht zu beobachten war, eine gesteigerte Ausschleusung von Glutamat
aufweist.
Damit konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, daß durch gezielte Beeinflussung der
Mycolsäureschicht durch Ausschaltung der Trehalosemycolyltransferasen PS1/A/B/C eine
Veränderung des Schaumverhaltens von #ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM ATCC13032 bei der
Fermentation bewirkt werden konnte. Diese Veränderungen führten zu einer leichteren
Beseitigung des Schaums mit geringeren Mengen Antischaummitteln. Auf diese Weise
können Kosten durch die übermäßige Verwendung vermieden und die Störung des
Fermentationsprozesses durch Gabe dieser Mittel reduziert werden.
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!BB6)) ProteinALIGNMENT des PSA1-Proteins von #  GLUTAMICUM  ATCC13032 und PS1 von #























!BB6)) Alignment von PS1D und PS1E aus # GLUTAMICUM ATCC13032-Protein. (*) = identische AS; (:) =
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!BB6)) DNA-!LIGNMENT der Gene CSP4 und CSP5




Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                                                      VII. Anhang
__________________________________________________________________________________________
144
!BB6)) Multiples !LIGNMENT (2. Seite) der Proteine PS1A-F aus # GLUTAMICUM ATCC13032  und
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!BB6))A Karten der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide
Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                                                      VII. Anhang
__________________________________________________________________________________________
148
!BB6))B Karten der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide




.R ORF (IT -ASSE $A	 P) M¶GLICHE &UNKTION 30
1 6a6_093 77 43824 4,69 Elongations-Factor TU (EF-TU) -
2 3k6_054 33 19414 4,47 Adenylat-Kinase -
3 5g19_007 54 12628 13,26 Mycobacterium tuberculosis H37Rv complete genome; segment +/-
4 4i12_043 41 13659 5,94 Pre-mRNA Splicing factor ATP depnendent -
5 3f13_077 57 17247 12,00 ? -
6 4i9_037 40 17825 4,12 ? -
7 5f5_068 75 36029 4,94 Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase -
8 1p3_025 53 34305 5,87 ? -
9 4b11_031 53 13629 4,65 Thioredoxin -
10 5b22_063 86 70630 4,6 PS1 +
11 5b22_063 147 70630 4,6 PS1 +
12 4l4_064 39 49709 4,49 YOAR -
13 4m8_018 80 42616 4,52 PS1B +
14 4m8_018 98 42616 4,52 PS1B +
15 5b22_054 81 37163 5,2 PS1C +
16 5b22_054 140 37163 5,2 PS1C +
17 5f5_072 52 16121 10,56 -YCOBACTERIUM LEPRAE Fragment -
18 3d23_020 71 31598 5,25 Rhs E +
19 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
20 2c4_067 49 16515 11,86 ? -
21 5g19_057 55 79402 8,89 NARH -
22 5c6_068 33 79175 6,06 Hypothetisches Protein +/-
23 4i4_072 53 58903 4,57 ? -
24 1m8_015 54 50245 4,73 Thiamin Biosynthese Protein THIC -
25 1p11_003 54 50220 4,80 Fumarate Hydratase -
26 3k10_070 56 59614 4,9 putative Aldehyd Dehydrogenase -
27 1p11_066 80 44916 4,39 2-Phospho-Glycerat Enolase -
28 4c8_035 47 37810 5,25 Hypothetisches Protein -
29 1g1_030 67 35871 4,87 O-Acetyl-Cystein-Synthase +/-
30 3n13_008 55 29262 4,67 Elongationsfactor TS -
31 5l15_064 67 24332 5,94 Hypothetisches Protein +
32 3c5_013 54 16884 4,4 putative Dehydronopterin Aldolase -
33 6a4_052 39 15393 4,28 Hypothetisches Protein -
34 5l15_070 35 11,806 3,53 Fragment auf 3TREPTOMYCES COELICOLOR Cosmid -
35 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
36 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
37 2m19_061 53 63389 4,79 Acyl CoenzymA Carboxylase -
4AB6)) MASCOT-Daten der isolierten Spots des 2D-Gels des Zellhüllenproteinextraktes von # GLUTAMICUM
ATCC13032. ‚SP‘ gibt die mögliche Existenz eines Signalpeptides, ermittelt mit SignalP (+/- = Signalpeptid
möglich, aber nicht sicher), wieder. n.b. = Bestimmung nicht möglich / ? = Proteinfunktion nicht bekannt.
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.R ORF (IT -ASSE P) &UNKTION 30
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4AB6))  MASCOT-Daten der isolierten Spots des 2D-Gels des aufkonzentrierten Überstandes von
#ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM ATCC13032.  ‚SP‘ gibt die mögliche Existenz eines Signalpeptides, ermittelt mit
SignalP, wieder (+/- = Signapeptid möglich, aber nicht sicher). n.b. = Bestimmung nicht möglich    ? =
Proteinfunktion nicht bekannt.




Sämtliche Aminosäureproduktionsmessungen wurden bei der Degussa AG (Halle-
Künsebeck) durchgeführt. 
,YSIN ;GL= ,YSIN ;GG=3TAMM 0LASMID	
 H  H  H  H
WT (pJC1) 0,060 0,055 0,001 0,001
∆CSP1 (pJC1) 0,043 0,031 0,001 0,001
∆CSP2 (pJC1) 0,063 0,059 0,001 0,001
∆CSP1_∆CSP2 (pJC1) 0,025 0,040 0,000 0,001
WT (pJC50) 10,796 10,507 0,202 0,196
∆CSP1 (pJC50) 10,154 10,788 0,190 0,201
∆CSP2 (pJC50) 10,156 11,253 0,190 0,210
∆CSP1_∆CSP2 (pJC50) 9,285 10,749 0,180 0,201
4AB6)) Daten der Lysinproduktionsmessung verschiedener #  GLUTAMICUM CSP-Mutanten. Die
Basislysinproduktion wurde durch das Plasmid pJC50 erreicht (Cremer ET  AL., 1991), als Kontrolle diente der
Leervektor pJC1.
   "ESTIMMUNG DER -YCOLS⁄UREZUSAMMENSETZUNG
Stamm C32:1 C32:0 C34:1 C34:0 C36:2 C36:1
RES167 6,46 44,16 26,05 7,02 7,08 2,04
∆CSP1 6,25 45,05 26,37 7,21 7,29 2,02
∆CSP2 5,72 40,35 38,86 7,30 12,82 3,27
CSP3int 2,97 45,87 30,32 10,05 8,17 2,34
∆CSP4 6,03 40,07 32,75 6,69 9,52 2,41
∆CSP6 3,41 50,93 30,97 11,40 8,94 3,38
∆CSP7 5,79 39,13 32,97 6,69 9,52 2,41
∆CSP8 5,72 38,78 33,42 6,83 10,26 2,63
4AB)6  Mycolsäurezusammensetzung von #ORYNEBACTERIUM  GLUTAMICUM WT (RES167) verschiedener CSP




%THAMBUTOL ;uGuL=  -ESSREIHE  -ESSREIHE -ITTELWERT
O$ 	
0,000 0,609 100
0,125 0,566 0,544 0,555 91,13
0,250 0,449 0,442 0,446 73,23
0,500 0,358 0,344 0,351 57,74
Untersuchung der Zellhüllenstruktur von # GLUTAMICUM ATCC13032                                                      VII. Anhang
__________________________________________________________________________________________
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1,000 0,243 0,251 0,247 40,56
2,000 0,128 0,130 0,129 21,18
4,000 0,036 0,059 0,048 7,80
8,000 0,029 0,028 0,029 4,76
16,000 0,022 0,033 0,028 4,52
32,000 0,025 0,023 0,024 3,94
64,000 0,022 0,026 0,024 3,94
# GLUTAMICUM?∆CSP1
O$ O$%NDKONZENTRATION
%THAMBUTOL ;uGuL=  -ESSREIHE  -ESSREIHE -ITTELWERT
O$ 	
0,000 0,472 100
0,125 0,302 0,299 0,301 70,37
0,250 0,215 0,232 0,224 52,34
0,500 0,027 0,028 0,028 6,44
1,000 0,009 0,007 0,008 1,87
2,000 0,005 0,006 0,006 1,41
4,000 0,006 0,007 0,007 1,64
8,000 0,005 0,007 0,006 1,41
16,000 0,005 0,006 0,006 1,41
32,000 0,003 0,008 0,006 1,41
64,000 0,003 0,004 0,004 0,94
# GLUTAMICUM?∆CSP2
O$ O$%NDKONZENTRATION
%THAMBUTOL ;uGuL=  -ESSREIHE  -ESSREIHE -ITTELWERT
O$ 	
0,000 0,289 100
0,125 0,224 0,177 0,201 69,38
0,250 0,201 0,213 0,207 71,63
0,500 0,169 0,140 0,155 53,46
1,000 0,015 0,024 0,020 6,75
2,000 0,016 0,018 0,017 5,88
4,000 0,015 0,016 0,016 5,54
8,000 0,019 0,014 0,017 5,88
16,000 0,013 0,014 0,014 4,84
32,000 0,010 0,012 0,011 3,81
64,000 0,012 0,015 0,014 4,84
# GLUTAMICUM?CSP3int:
O$ O$%NDKONZENTRATION
%THAMBUTOL ;uGuL=  -ESSREIHE  -ESSREIHE -ITTELWERT
O$ 	
0,000 0,555 100
0,125 0,508 0,436 0,472 85,05
0,250 0,393 0,368 0,381 68,56
0,500 0,330 0,324 0,327 58,92
1,000 0,203 0,227 0,217 38,74
2,000 0,072 0,072 0,072 12,97
4,000 0,037 0,033 0,035 6,31
8,000 0,029 0,023 0,026 4,68
16,000 0,023 0,031 0,027 4,86
32,000 0,022 0,021 0,022 3,87
64,000 0,017 0,017 0,017 3,06





%THAMBUTOL ;uGuL=  -ESSREIHE  -ESSREIHE -ITTELWERT
O$ 	
0,000 0,568 100
0,125 0,539 0,545 0,542 95,42
0,250 0,400 0,390 0,395 69,54
0,500 0,322 0,305 0,314 55,19
1,000 0,173 0,124 0,149 26,14
2,000 0,057 0,062 0,060 10,48
4,000 0,026 0,032 0,029 5,11
8,000 0,031 0,024 0,028 4,84
16,000 0,021 0,024 0,023 3,96
32,000 0,026 0,025 0,026 4,58
64,000 0,026 0,021 0,024 4,14
4AB6)) Daten der Ermittlung der minimal inhibierenden Konzentration (MIC) von Ethambutol für verschiedene
#ORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM CSP-Mutanten und den mit CSP1exp komplementierten ∆CSP1-Stamm. Rote Zahlen








ATCC - American Type Cultur Collection







c_ - Zenti (10-2)
d - Tag











exp. - Expression (-smutante)
G - Glucose
g - Gramm






IEF - Isoelektrische Fokussierung
int - Integration (-smutante)
IPTG - Isopropylgalactosid




LB - Luria-Bertani Broth
-  -YCOBACTERIUM
M - molar
M_ - Mega (106)
m - Meter
m_ - Milli (10-3)
MIC - MINIMAL INHIBITORY CONCENTRATION (Test zur Bestimmung der AB-Sensitivität)
min - Minuten
MM1 - Minimalmedium1
µ_ - Mikro (10-6)




ORF  OPEN READING FRAME (offenes Leseraster)
o.D. - optische Dichte
PAGE - Polyacrylamid-Gelektrophorese
pI - Isoelektrischer Punkt









TLC - THINLAYERCOROMATOGRAPHIE = DC
Tm - Schmelztemperatur
U - Unit (Enzymeinheit)
u.a. - unter anderem
ü/n - über Nacht





w/v - Mengeanteil (g) pro Volumen (ml)
X-Gal - 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactosid
X-Phosphat - 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
z.B. - zum Beispiel
∆ - Deletion (-smutante)
∅ - Durchmesser
∞ - unendlich
Ω - Ohm (Einheit für elektrischen Widerstand)
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